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Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) représentent la plus grande famille de 
récepteurs membranaires et sont impliqués dans un grand nombre de processus physiologiques. 
Cette famille de récepteurs constitue aussi une cible majeure dans la recherche pharmaceutique 
au vu de son importance dans de nombreuses pathologies. La signalisation des RCPG est 
étroitement régulée. Plusieurs kinases activées en aval du récepteur initient des boucles de 
régulation négative. Les arrestines jouent un rôle clé dans ces processus de régulation en 
favorisant la désensibilisation du récepteur activé par le ligand, suivie de son endocytose. Ainsi, 
les arrestines contrôlent la durée et l’amplitude de la transmission du signal à la surface de la 
cellule. Ces dernières années, plusieurs rôles non-canoniques ont été attribués aux arrestines 
comme l’activation de voies de signalisation post-endocytiques, ou la modulation de la 
régulation croisée entre les RCPG et d’autres acteurs de la signalisation cellulaire. 
Le premier objectif de mon travail de recherche est d’examiner l’effet réciproque de 
l’activation des kinases ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2) sur la signalisation 
des RCPG. Nous avons démontré que la stimulation de ERK1/2, soit par un récepteur de surface 
soit par l’utilisation d’un mutant constitutivement actif, conduit à la baisse de l’expression de 
surface basale de nombreux RCPG. Des essais kinases in vitro, combinés à des expériences de 
complémentation dans des fibroblastes embryonnaires de souris (MEF), où les gènes b-
arrestine-1/2 ont été supprimés, démontrent l’importance de la phosphorylation par ERK1/2 des 
résidus Ser14 et Thr276 dans ce mécanisme de séquestration des RCPG. Cette régulation, 
contrôlée par ERK1/2 et arrestine, conduit à une baisse globale de la capacité de réponse de la 
cellule aux stimuli extracellulaires.  
Le deuxième objectif de mon travail de recherche est d’identifier et de développer une 
petite molécule organique qui inhibe l’interaction entre l’arrestine et la protéine adaptatrice du 
complexe d’endocytose AP-2, sans toutefois empêcher la formation du complexe 
arrestine/récepteur. Cet inhibiteur, nommé Barbadin, bloque sélectivement les processus 
d’internalisation dépendants de l’interaction entre arrestine- et la sous-unité b2 de la protéine 
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adaptatrice AP-2. Barbadin représente le premier inhibiteur des fonctions d’arrestine, et nous 
avons démontré son utilité comme outil analytique pour déterminer la contribution des arrestines 
dans l’activation de plusieurs voies de signalisation en aval des RCPG, telles que la production 
d’AMP cyclique (AMPc) ou l’activation des kinases ERK1/2. Nos résultats démontrent 
l’importance du complexe arrestine/AP-2 dans la signalisation dépendante et indépendante des 
protéines G. 
Le troisième objectif de mon travail de recherche est de développer un biosenseur BRET 
capable de mesurer les changements de conformation du suppresseur de tumeur PTEN. Nous 
avons validé ce biosenseur en mesurant l’activation de PTEN suite à des mutations ciblées 
déstabilisant les interactions intramoléculaires au sein de cette protéine ou en modulant 
différentes voies de signalisation qui affectent sa fonction. Nous avons démontré l’intérêt de ce 
nouvel outil dans l’étude des interactions entre PTEN et des partenaires protéiques, en utilisant 
deux interacteurs connus pour activer PTEN : b-arrestine-2 et RhoA. Finalement, en utilisant ce 
biosenseur, nous avons démontré pour la première fois la capacité de plusieurs RCPG à induire 
l’activation de PTEN. Étant donné le rôle central de PTEN dans le développement tumoral, ce 
biosenseur constitue aussi un outil précieux pour la recherche de nouveaux médicaments anti-
cancer.  
Ainsi, au travers de ces trois lignes directrices, nous avons pu mettre en lumière de 
nouveaux rôles non-canoniques des arrestines, soit dans l’activation de voies de signalisation, 
(comme la production d’AMPc, l’activation de ERK1/2 ou de PTEN), soit comme régulateur 
négatif de la signalisation des RCPG après phosphorylation par ERK1/2. Ce travail a été rendu 
possible par le développement de nouveaux outils pour l’étude des RCPG : un inhibiteur de b-
arrestine, Barbadin, et un biosenseur BRET de PTEN ; tous deux ayant démontré leur utilité 
dans l’étude des voies de signalisation non-canoniques des arrestines. 
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G protein-coupled receptors (GPCRs) form the biggest family of membrane receptors 
and are involved in numerous physiological processes. Collectively, these receptors are also 
prominently targeted by the pharmaceutical industry due to their implications in multiple 
diseases and disorders. GPCR signaling is tightly regulated. Several kinases, activated 
downstream of the receptor, initiate negative feedback loops; and arrestins play a crucial role in 
these regulatory processes by desensitizing the ligand–activated receptor and promoting its 
endocytosis. By doing so, arrestins control the duration and the amplitude of signal transduction 
at the cell surface. In the last few years, several non-canonical roles have also been attributed to 
arrestins, such as the post-endocytic activation of several signalling pathways, or the regulation 
of crosstalks between GPCRs and various other signalling events. My thesis project was aimed 
at providing a better understanding of the non-canonical functions of arrestins.  
The first objective of my research work was to investigate a possible reciprocal effect of 
the activation of the extracellular signal-regulated kinases 1 and 2 (ERK1/2) on GPCR signaling. 
We demonstrated that stimulation of ERK1/2, either by a cell surface receptor or a constitutively 
active mutant, leads to a reduction in steady-state expression levels of many GPCRs at the cell 
surface. This receptor redistribution mechanism is dependent on b-arrestins phosphorylation. In 
vitro kinase assays combined with complementation experiments in mouse embryonic 
fibroblasts (MEFs) lacking β-arrestins, revealed that β-arrestin-2 phosphorylation on Ser14 and 
Thr276 is essential for the ERK1/2-promoted GPCR sequestration. This ERK1/2- and arrestins-
mediated regulatory process was found to result in a global dampening of cell responsiveness. 
The second objective of my research work was to identify and develop a small organic 
compound that inhibits the interaction between arrestins and the adaptor protein AP-2, without 
interfering with the recruitment of arrestin to the receptor. This inhibitor, named Barbadin, was 
found to specifically block endocytic processes that are dependent on the interaction between 
arrestins and the appendage domain of the b-subunit of AP-2. We demonstrated its value as an 
analytical tool in studying the role of the arrestins in GPCR signaling, such as cAMP production 
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and ERK1/2 activation. These results support the concept that b-arrestin/AP-2-dependent 
signaling is important to both G protein-dependent and -independent pathways.  
The third objective of my research work was to develop a BRET-based biosensor able 
to detect signal-dependent PTEN conformational changes. This biosensor was validated by 
monitoring PTEN activation induced by targeted mutations affecting key intramolecular 
interactions or by modulating signalling pathways that impact PTEN function. We also 
demonstrated the value of this biosensor in studying PTEN/protein interactions using two 
known interactors that activate PTEN, b-arrestin-2 and RhoA. Finally, we uncovered PTEN 
activation by several GPCRs, previously unknown as PTEN regulators. Given the central role 
of the tumor suppressor PTEN in oncogenesis, this biosensor could also provide a precious tool 
for anti-cancer drug research.  
To conclude, my research work highlighted non-canonical mechanisms for arrestins to 
activate GPCR-dependent signaling pathways, such as cAMP, ERK1/2 and PTEN, as well as 
negatively regulate GPCR signaling upon phosphorylation by ERK1/2. This work was made 
possible by the development of new tools: a b-arrestin inhibitor named Barbadin and a PTEN 
BRET-based biosensor that have both shown their usefulness in studying b-arrestin non-
canonical signaling.  
 
Keywords: arrestin, G protein-coupled receptor (GPCR), ERK/MAPK pathway, 
internalization, adaptor protein AP-2, pharmacological inhibitor, phosphatase and tensin 
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La signalisation cellulaire est un mécanisme complexe par lequel la cellule peut 
percevoir son environnement et traduire ces informations en une réponse adaptée. Chez les 
organismes unicellulaires, chaque cellule forme une unité indépendante, toutefois capable 
d’influencer le comportement d’autres cellules. Certaines bactéries sécrètent dans leur milieu 
une molécule dite auto-inducteur, dont la concentration augmente en fonction de la densité de 
la population, et qui induit la régulation coordonnée de certains gènes. Par des mécanismes 
similaires, la plupart des organismes unicellulaires ont développé des systèmes de 
communication leur permettant de réagir localement comme une colonie cohérente plutôt que 
comme une simple somme d’unités indépendantes.  
La notion de signalisation cellulaire est d’autant plus importante lorsque l’on se réfère à 
un organisme pluricellulaire. Le corps humain compte près de cent milliards de cellules devant 
fonctionner de concert afin de permettre le maintien de l’homéostasie. Pour des cellules 
adjacentes, le signal peut être transmis directement par contact direct via des jonctions 
communicantes, cela porte le nom de communication juxtacrine. Dans le cas d’un transfert 
d’information à plus grande échelle ou à plus grande distance, la cellule excrète un messager 
chimique, tel qu’un neurotransmetteur ou une hormone, qui aura une action soit autocrine (sur 
la cellule elle-même), soit paracrine (sur des cellules distinctes mais à courte distance), ou 
encore endocrine (à grande distance, en utilisant par exemple la circulation sanguine pour 
transporter ces messagers chimiques vers un autre tissu). Selon leurs propriétés biochimiques, 
ces ligands peuvent alors traverser la membrane de la cellule pour atteindre une cible 
intracellulaire, souvent un récepteur nucléaire, ou bien se lier à un récepteur transmembranaire. 
Les récepteurs ont pour rôle de traduire le signal reçu en une réponse cellulaire adaptée. 
La signalisation cellulaire implique une grande variété de signaux, mais aussi de 
récepteurs capables d’y répondre de manière spécifique. Ainsi, les récepteurs membranaires se 
divisent en trois grandes catégories : les récepteurs couplés aux canaux ioniques qui permettent 
le passage des ions à travers la membrane plasmique, les récepteurs couplés à une enzyme et les 
récepteurs couplés aux protéines G. Parmi les récepteurs couplés à une enzyme, certains 
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possèdent un domaine kinase intrinsèque qui appartient soit à la classe des sérine/thréonine 
kinases, soit à la classe des tyrosine kinases (récepteurs RTK), et d’autres s’associent à des 
protéines kinases cytoplasmiques (récepteurs de cytokines).  
Mes travaux de doctorat portent sur les récepteurs couplés aux protéines G. Leurs 
caractéristiques structurelles, leurs activités signalétiques ainsi que leurs modes de régulation 





1. Les récepteurs couplés aux protéines G 
1.1. Généralités 
Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) sont aussi connus sous le nom de 
récepteurs à sept domaines transmembranaires. Cette architecture moléculaire est apparue très 
tôt dans l’évolution puisque des similarités de structures ont été mises en évidence entre des 
photopigments présents chez des bactéries et archaebactéries d’un côté, et les RCPG eucaryotes 
de l’autre, ce qui en fait un exemple frappant d’évolution convergente (1).  
Les RCPG sont des protéines membranaires intégrales polytopiques qui présentent une 
architecture moléculaire conservée avec un domaine amino-terminal extracellulaire (N-ter), sept 
domaines transmembranaires (TMI à TMVII) reliés entre eux par trois boucles intracellulaires 
(i1 à i3) et extracellulaires (e1 à e3), et une extrémité carboxy-terminale (C-ter) du côté 
cytoplasmique de la membrane. De manière simplifiée, la liaison du ligand sur la face 
extracellulaire du récepteur, provoque un changement conformationnel qui entraîne l’activation 
des protéines G hétérotrimériques et la production de messagers secondaires.  
Chez l’Homme, les RCPG forment la plus grande famille de protéines membranaires 
avec plus de 800 membres, ce qui représente 4% du génome humain. Ils répondent à une grande 
variété de stimuli allant des plus petits comme les photons, les ions ou encore les molécules 
odorantes, jusqu’à des molécules de taille beaucoup plus conséquentes comme des lipides ou de 
petites protéines. De par leur caractère ubiquitaire, ces récepteurs sont impliqués dans une 
grande variété de processus physiologiques et modulent, par exemple, la vue, le goût et l’odorat, 
la chimiotaxie, la contraction, la neurotransmission et la fonction cardiaque. En conséquence, 
un grand nombre de pathologies a été relié à un dysfonctionnement des RCPG incluant : des 
troubles métaboliques, reproductifs et immunologiques, des maladies cardiovasculaires et 
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neurodégénératives, ainsi que des cancers (2). Ainsi, les RCPG sont au cœur de la médecine 
moderne et ils sont actuellement la cible de plus de 40% des médicaments sur le marché, soit 
car ils sont à l’origine du développement d’une maladie, ou parce que les cibler permet de traiter 
un symptôme donné.  
Historiquement, les progrès dans les domaines de la biochimie et de la biologie 
moléculaire ont conduit à la purification (3-7) suivie rapidement du clonage des premiers RCPG 
dans les années 1980 (8-12). Cela a permis l’expression exogène de ces récepteurs dans des 
modèles cellulaires (13) ainsi qu’une progression exponentielle de notre compréhension des 
mécanismes régissant leur signalisation et régulation (14). L’analyse de la séquence du récepteur 
b2-adrénergique (b2AR) met en évidence de nombreuses similarités avec la protéine rhodopsine 
bovine, qui constitue à l’époque un modèle d’étude pour les protéines membranaires. Cette 
découverte fait naître l’idée d’une famille de gènes codant pour des récepteurs membranaires et 
marque le début de l’ère des RCPG. Quelques années plus tard, l’avènement des nouvelles 
technologies de séquençage à haut débit mène à la publication de plusieurs génomes (15), y 
compris le génome humain (16, 17). Ces techniques conduisent d’une part à l’identification de 
nouveaux sous-types de RCPG, et d’autre part à la description de polymorphismes génétiques 
en lien avec un récepteur et une pathologie donnée, ouvrant ainsi la porte au concept de médicine 
personnalisée. Enfin, les avancées récentes dans le domaine de la cristallographie aux rayons X, 
de la modélisation moléculaire et de l’ingénierie des protéines sont couplées à la bio-
informatique et permettent l’émergence d’une nouvelle approche dans la découverte de 
candidats thérapeutiques, basée sur la structure. A l’heure actuelle, plus de cent structures 
tridimensionnelles (3D) de RCPG ont été obtenues par cristallographie (18, 19). Grâce à ce 
nombre important de structures disponibles, les modèles par homologie sont constamment 
améliorés. De plus, l’obtention de la structure de certains RCPG dans différents états 
d’activation ou couplés avec différents partenaires d’interaction offre une meilleure 
compréhension de la relation structure/fonction.  
Avec une connaissance accrue de la structure des sites de liaisons de plusieurs RCPG 
avec leurs ligands ou leurs effecteurs, et des mécanismes de modulation de ces récepteurs, le 
criblage virtuel utilisant de larges bases de données a d’ores et déjà démontré son efficacité dans 
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le design rationnel de nouveaux composés (20, 21). Dans les prochaines années, ces nouvelles 
technologies devraient donc fortement participer au renouveau du portefeuille de candidats 
pharmaceutiques ciblant les RCPG. D’autre part, plusieurs avancées conceptuelles ont permis 
l’ouverture de nouvelles avenues thérapeutiques. Parmi celles-ci, la mise en évidence de la 
sélectivité fonctionnelle, où un ligand dit biaisé permet l’activation spécifique d’une ou de 
plusieurs voies de signalisation en aval d’un récepteur, offrant ainsi la possibilité d’une approche 
thérapeutique ciblant non seulement un récepteur donné mais aussi une voie de signalisation 
spécifique (22). Cette sélectivité fonctionnelle est d’autant plus intéressante dans un contexte 
où le nombre d’effecteurs activés en aval des RCPG est en constante progression, et où certains 
d’entre eux peuvent être activés à la fois de manière dépendante des protéines G ou des 
arrestines ; chacun de ces modes d’activation conduisant à une réponse physiologique différente. 
Enfin, le développement de modulateurs allostériques participe à l’amélioration de la sélectivité 
des candidats pharmaceutiques, en permettant de contourner la forte homologie de séquence des 
sites orthostériques observée parmi certains sous-types de récepteurs (23). 
1.2. Structure des RCPG 
1.2.1. La Rhodopsine : modèle d’étude prototypique de la structure des 
RCPG 
La rhodopsine est un récepteur visuel des cellules de la rétine et appartient à la 
superfamille des RCPG. Dès les années 1960, des études localisent la rhodopsine sur la 
membrane externe des cellules en bâtonnets (24) et c’est en 1980, lors de la publication sa 
séquence complète, qu’est établie la présence de sept domaines TM hydrophobes. Cette protéine 
est alors décrite comme possédant une extrémité N-ter extracellulaire et C-ter cytoplasmique, 
toutes deux entourant la structure en serpentins des sept TM (25, 26). En 1993, Schertler et ses 
collègues publient la projection de la rhodopsine dans la bicouche lipidique et fournissent ainsi 
le premier modèle d’arrangement dans l’espace des hélices transmembranaires. Il s’ensuit un 
véritable bond en avant en l’an 2000, avec l’obtention de la première structure 3D à haute 
définition (2.8Å) de la rhodopsine publiée par Palczewski et al. (27). Cette découverte confirme 
le modèle des TM hélicoïdales ainsi que leur arrangement dans l’espace et donne un certain 
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nombre d’informations sur la structure des boucles intra- et extracellulaires, mais aussi sur les 
interactions intramoléculaires. Pendant plusieurs années, les découvertes faites sur le récepteur 
rhodopsine seront appliquées à d’autres RCPG en utilisant des modèles d’homologie de 
séquences participant ainsi à l’étude pharmacologique de plusieurs récepteurs et facilitant le 
développement de nouveaux ligands pour ces derniers (28). Bien que ces modèles soient 
supportés par de nombreuses évidences expérimentales, l’obtention de la structure d’un autre 
RCPG que la rhodopsine reste alors cruciale pour pouvoir les valider. 
1.2.2. Caractéristiques structurelles des RCPG 
Le domaine de la biologie structurelle des protéines membranaires présente de nombreux 
défis car ces protéines sont hydrophobiques et difficiles à extraire des membranes, mais aussi 
relativement flexibles et instables (29, 30). La première protéine membranaire a été cristallisée 
en 1985 (31), la rhodopsine en 2000 (27) et il faudra attendre encore sept années supplémentaires 
pour que le groupe du Dr. Brian Kobilka résolve la structure du récepteur b2AR (32). Depuis, 
des progrès remarquables ont été faits dans le domaine afin de dépasser les obstacles liés à la 
cristallisation des RCPG : l’optimisation des méthodes d’expression et de stabilisation des 
protéines recombinantes, la synthèse de nouveaux détergents et le développement de stratégies 
de purification innovantes, couplés à l’utilisation des lignes de faisceaux de rayons-X 
microfocus des synchrotrons ont permis des percées majeures (29, 33). Ainsi, en 2015 les 
structures de 30 RCPG ont été résolues avec plus de 127 références disponibles (19) (Protein 
databank PDB (34)).  
La cryo-microscopie électronique (cryo-EM) est un sous-domaine de la biologie 
structurale en pleine expansion. Cette technique permet d’observer des échantillons biologiques 
dans leur état natif, après vitrification à basse température. Bien que ne permettant pas 
d’atteindre le même niveau de résolution que les techniques de cristallographie, la cryo-EM 
permet d’obtenir une structure en l’absence de cristaux. Elle présente aussi l’avantage de donner 
accès à une population de particules dans différents états conformationnels, ensuite séparés et 
classés grâce à des algorithmes d’analyse d’images, permettant ainsi l’obtention d’informations 
à la fois sur l’architecture et la dynamique du macro-complexe. Lorsqu’il s’agit de transférer 
cette technique aux RCPG, la cryo-EM fait aussi face à certains défis (35). En effet, la petite 
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taille des complexes formés par les RCPG et leurs interacteurs (< 200 kDa) rend plus difficile 
l’alignement des milliers d’images à faible contraste. Dans ce cas, les biologistes structuraux se 
tournent parfois vers la microscopie électronique en transmission (TEM) avec coloration 
négative (35). Cette technique permet d’améliorer fortement le contraste mais sa résolution est 
limitée à 20 Å par les sels de métaux utilisés comme agents contrastants. Malgré leurs 
limitations, ces deux techniques ont permis l’obtention d’informations précieuses sur la 
structure de certains récepteurs en complexe en un interacteur, comme le complexe b2AR/Gs 
(36) ou b2AR/b-arrestine-1 (37). 
Les RCPG partagent plusieurs caractéristiques structurelles et fonctionnelles [Figure 1]. 
Tout d’abord, les parties extracellulaires (N-ter et boucles extracellulaires) ainsi que les 
domaines TM sont impliqués dans la liaison du ligand alors que les parties intracellulaires (C-
ter et boucles intracellulaires) interagissent avec les effecteurs de la signalisation cellulaire. 
Dans la plupart des structures obtenues, deux cystéines situées à l’extrémité de la boucle e1 et 
sur la boucle e2 forment un pont disulfure qui joue un rôle important dans la stabilisation de la 
conformation de la région extracellulaire et de la poche de liaison du ligand. Le C-ter présente 
souvent une courte hélice (hélice VIII) située quelques résidus après le TMVII et parallèle à la 
membrane. Après cette hélice, il y a un site potentiel de palmitoylation qui crée un point 
d’ancrage dans la membrane plasmique (38). Malgré une topologie structurelle similaire, 
certaines parties des RCPG divergent d’un récepteur à l’autre. Principalement, la longueur de 
l’extrémité N-ter varie de 4 à plus de 800 acides aminés, et la boucle e2 présente une grande 
variété de structures secondaires. L’arrangement du bouquet de TM au sein de la membrane 
plasmique diffère aussi d’un récepteur à l’autre, conduisant à d’importantes différences en 
termes de taille et de forme de la poche de liaison du ligand. Ces variations aux niveaux de la 
séquence/taille des extrémités et des boucles des récepteurs ont permis de mettre en place une 





Figure 1. Représentation schématique d’un RCPG.  
Les RCPG possèdent sept segments antiparallèles et hydrophobes (TMI-TMVII). Ces segments 
sont reliés par trois boucles intracellulaires (i1-i3) et extracellulaires (e1-e3). Un pont disulfure 
(orange) relie les boucles e1 et e2. L’extrémité N-ter (NH2) est extracellulaire alors que 
l’extrémité C-ter (COOH) est intracellulaire. Une hélice VIII parallèle à la membrane est 




1.3. Classification des RCPG 
La superfamille des RCPG regroupe plus de 800 récepteurs dont environ 450 récepteurs 
olfactifs. Plusieurs systèmes de classification ont été utilisés pour regrouper ces récepteurs en 
sous-familles. Un des premiers systèmes est introduit en 1994 par Kolakowski et sépare les 
récepteurs en sept groupes : A-F et O. Il est basé principalement sur des similarités de séquences 
(39). Cette classification servira de base au développement de la base de données GPCRDB qui 
divisent les RCPG en 6 classes (40), que nous détaillerons plus loin dans cette section. Un autre 
classement, proposé par Joël Bockaert et Jean-Philippe Pin en 1999, repose sur le mode de 
liaison du ligand ainsi que sur certains critères structuraux pour séparer les RCPG en cinq classes 
(41). Enfin, suite à la publication du génome humain, émerge le système GRAFS qui s’appuie 
sur l’analyse phylogénétique des RCPG pour les répartir sur cinq groupes : G pour Glutamate, 
R pour Rhodopsine, A pour Adhésion, F pour Frizzled/Taste et S pour Sécrétine (42).  
1.3.1. Le modèle de Kolakowski 
Le classement selon Kolakowski (39) a été utilisé et adapté aux nouvelles connaissances 
afin de servir de support à la base de données GPCRDB qui regroupe des informations sur les 
structures cristallines, les séquences et mutations des RCPG. 
La classe A « Rhodospin-like » regroupe près de 80% de l’ensemble des RCPG dont 390 
récepteurs olfactifs. Les récepteurs de cette classe présente une extrémité N-ter assez courte et 
plusieurs séquences consensus : deux cystéines formant un pont disulfure entre les boucles e1 
et e2, le motif E/DRY à l’extrémité du TMIII et le motif NPxxY dans le TMVII, qui jouent tous 
deux un rôle dans l’activation et la réponse à l’agoniste du récepteur (43, 44). Les récepteurs 
non-olfactifs de cette classe se lient principalement à des ligands de petites tailles tels que des 
amines biogènes, des peptides ou encore des substances apparentées aux lipides, qui se fixent 
directement au niveau des TM.  
La classe B regroupe les récepteurs « Secretin-like » qui lient des peptides de grande taille tels 
que des hormones (ex. récepteur au glucagon) ou des neuropeptides (ex. récepteur de l’hormone 
de libération de l’hormone de croissance) et inclut aussi les récepteurs d’adhésion. Ces 
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récepteurs présentent une faible homologie avec les récepteurs de classe A. Ils présentent une 
longue extrémité N-ter caractéristique qui est impliquée dans la liaison du ligand au récepteur.  
La classe C « Metabotropic Glutamate receptors-like» inclut les récepteurs métabotropiques du 
glutamate, les récepteurs au calcium, les récepteurs GABAergiques de type b (GABAB) et 
certains récepteurs aux phéromones de l’organe voméro-nasal. Cette classe se caractérise 
principalement par la présence d’un large domaine N-ter replié en deux lobes et qui forment le 
site de liaison du ligand. Par ailleurs, la formation d’un dimère est essentielle à l’activité de ces 
récepteurs.  
Les classes D et E regroupent réciproquement les récepteurs aux phéromones de la reproduction 
fongique et les récepteurs à l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et ne sont pas 
représentées chez l’Homme. 
Enfin, la classe F rassemble les récepteurs homologues aux protéines « Frizzled/Smoothened » 
qui jouent un rôle crucial lors du développement animal en contrôlant la voie Wnt et donc de 
nombreux processus tels que : la polarité cellulaire, le développement embryonnaire et la 
prolifération cellulaire. 
1.3.2. Le modèle GRAFS 
Le modèle de classification GRAFS (42) est basé sur une analyse phylogénique à grande 
échelle de la plupart des RCPG du génome humain [Figure 2]. Ce système répartit les récepteurs 
en 5 familles : Glutamate (G), Rhodopsine (R), Adhésion (A), Frizzled/Taste2 (F), et Sécretine 
(S). Une des principales différences entre la classification de Kolakowski et le système GRAFS 
est la séparation en deux familles « Adhésion » et « Sécrétine » des récepteurs auparavant 























Figure 2. Classification des RCPG selon le modèle de GRAFS.  
Les RCPG humains sont classés en cinq familles selon le degré de conservation des séquences 
de leurs domaines transmembranaires : Glutamate, Rhodopsine, Adhésion, Frizzled/Taste2 et 
Sécrétine. La famille rhodopsine est subdivisée en 4 branches (a, b, d, g). Adaptée de (45). 
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1.4. Signalisation canonique des RCPG : les protéines G 
1.4.1. Généralités 
La partie extracellulaire du récepteur permet l’interaction avec le ligand et la partie 
transmembranaire transmet le signal d’activation jusqu’à la partie intracellulaire, où se fixe les 
effecteurs. C’est la liaison du ligand au RCPG qui induit un réarrangement des résidus au niveau 
des hélices transmembranaires, provoquant un changement de la conformation de la partie 
intracellulaire du récepteur, qui permet la liaison des effecteurs cytoplasmiques (46). Il en 
résulte l’engagement et l’activation des protéines G hétérotrimériques (46).  
Les protéines G sont membres de la grande famille des protéines régulées par les nucléotides de 
type guanosine. À l’état inactif, les protéines G forment un hétérotrimère constitué d’une sous-
unité Ga liée au guanosine diphosphate (GDP), et des sous-unités Gb et Gg qui forment un 
dimère constitutif appelé Gbg. Une fois stimulé par son ligand, le récepteur active de manière 
allostérique la protéine G en catalysant l’échange d’un GDP pour un GTP (guanosine 
triphosphate). Alors, les sous-unités Ga et Gbg se séparent pour s’associer de manière 
indépendante à une grande variété d’effecteurs intracellulaires. Elles engagent diverses cascades 
de signalisation parmi lesquelles : l’adénylate cyclase, les phospholipases, les canaux ioniques, 
les protéines tyrosines kinases, les MAPK (mitogen-activated protein kinases), et bien d’autres 
(47). 
Les sous-unités Ga possèdent une activité GTPase intrinsèque qui permet leur inactivation et la 
reformation subséquente d’un hétérotrimère inactif. Diverses protéines régulatrices permettent 
soit d’accélérer la dégradation du GTP, soit d’empêcher la liaison de l’hétérotrimère Gabg au 
récepteur activé et donc bloquer son activation par le récepteur. Ce dernier processus est appelé 
désensibilisation et sera discuté dans la section 2.3.  
1.4.2. Signalisation des sous-unités Ga 
Il y a 16 gènes Ga dans le génome encodant pour 23 protéines (variants inclus) qui se 
divisent en quatre classes, en fonction de leur similarité de séquences (48) :  
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• Classe des Gs : Gas et Gaolf (système olfactif) 
• Classe de Gi/o : Gai1, Gai2, Gai3, Gao,  Gaz, Gatrod (système visuel), Gatcone 
(système visuel) et Gagust (système gustatif) 
• Classe de Gq : Gaq, Ga11, Ga14 et Ga15 
• Classe de G12/13 : Ga12 et Ga13  
Les sous-unités Ga sont composées d’un domaine de liaison au nucléotide, très proche des Ras-
GTPases, et d’un domaine en hélice a (49). Ces sous-unités possèdent 3 régions flexibles qui 
changent de conformation lors de la liaison d’un GTP (50). La forme Ga liée au GTP perd son 
affinité pour le dimère Gbg.  
Chaque classe de Ga possède des cibles cellulaires bien définies [Figure 3] (48). Les 
protéines de la famille Gs (stimulatrice) activent l’adenenylate cyclase qui à son tour catalyse la 
production d’AMPc à partir d’adénosine tri-phosphotate (ATP) (51). L’AMPc joue alors son 
rôle de messager secondaire en stimulant plusieurs effecteurs parmi lesquels la protéine kinase 
dépendante du cAMP (PKA) qui phosphoryle plusieurs cibles dont les RCPG (51, 52) et 
différents régulateurs du métabolisme (53), et l’EPAC (exchange protein directly activated by 
cAMP) qui agit comme agent d’échange dans l’activation de petites protéines G (54).  
Au contraire, les protéines de la famille Gi (inhibitrice) réduisent la production d’AMPc (55). 
Dans le cas de Gai1/2/3/o/z, cette inhibition se fait via une interaction directe entre la sous-unité 
Gai et l’adenylate cyclase (56). Le système visuel utilise les Gat, couplées à la rhodopsine, pour 
activer la fermeture des canaux échangeurs sodium Na+/Ca2+ via la régulation des niveaux de 
GMPc (guanosine monophosphate cyclique) par la phosphodiestérase PDE6 (57). Enfin les 
Ggust ou gustducines, localisées dans les bourgeons gustatifs, permettent la transduction du goût 
sucré, amer et umami (58). La sous-unité Gagust active l’hydrolyse de l’AMPc par une 
phosphodiestérase, ce qui libère les canaux inhibés par l’AMPc et élève la concentration 






Figure 3. Activation des RCPG et signalisation par les protéines G 
Les RCPG sont activés par une grande variété de stimuli allant des plus petits, comme les 
photons et les ions, jusqu’au plus gros, comme les lipides ou les protéines. Les RCPG 
transforment un stimulus en réponse cellulaire via l’activation des protéines G qui activent à 
leur tour différents effecteurs et entraînent la production de messagers secondaires. Chaque 
étape permet une amplification du signal. Chacune des familles de protéines G induit des 
cascades de signalisation qui lui sont propres, et seuls les effecteurs principaux de chaque sous-




Les membres de la famille Gq activent la phospholipase C b (PLCb) qui clive le 
phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP2) en inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) et en 
diacylglycérol (DAG) (60). Ces molécules agissent comme messagers secondaires en activant 
la protéine kinase C (PKC) et en induisant la relâche des stocks de calcium intracellulaire, 
respectivement.  
Les protéines de la classe G12/13 régulent les petites GTPase de la famille RhoA via l’activation 
du facteur d’échange GDP/GTP RhoGEF (61). Elles ont pour rôle majeur la régulation de la 
réorganisation cytosquelette d’actine. Elles participent à l’adhésion et à la migration cellulaire 
et leur dérégulation est associée à la néoplasie (62). 
1.4.3. Signalisation des sous-unités Gbg 
Originellement, le dimère Gbg est considéré comme la sous-unité inactivatrice de Ga 
permettant la reformation de l’hétérotrimère qui, capable de se lier à nouveau au récepteur 
activé, peut enclencher le prochain cycle de signalisation (63). Toutefois, depuis 1997, de 
nombreux travaux ont permis de redéfinir Gbg comme une unité centrale de la signalisation des 
RCPG.  
Chez l’homme, il existe cinq sous-types de Gb (Gb1-5) et douze sous-types de Gg (Gg1-
5,7-13) et donc un nombre important de combinaisons possibles (64). Le modèle classique 
d’activation des protéines G suggère une dissociation des sous-unités Ga et Gbg, permettant la 
liaison d’effecteurs au niveau de surfaces d’interaction préalablement inaccessibles (65). Selon 
cette hypothèse, les protéines Ga pourraient donc s’assembler avec différents dimères Gbxgy, 
lors de la reformation de l’hétérotrimère; chaque combinaison pouvant activer différents 
effecteurs de la signalisation (65). Un modèle alternatif propose que les changements 
conformationnels, induits par le récepteur activé sur l’hétérotrimère, entraînent l’exposition de 
nouvelles interfaces pour les effecteurs intracellulaires sans toutefois conduire à une dissociation 
complète des sous-unités a et bg (66, 67). Plusieurs études suggèrent même que ces modèles 
organisationnels ne sont pas mutuellement exclusifs et que l’un ou l’autre peut être mis en œuvre 
en fonction du récepteur et de la protéine G activés, ou qu’ils peuvent permettre d’engager des 
effecteurs différents (68).  
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Gbg a historiquement été découvert comme activant le courant potassique rectifiant via 
les canaux GIRK (G protein-coupled inwardly-rectifying potassium channels) (69, 70). Son rôle 
dans l’inhibition des canaux calcium dépendant du voltage a aussi été démontré (71) ainsi que 
dans l’activation de certains isoformes de PLC (PLCb, e et h) (72), de la phosphoinositide 3-
kinase (PI3K) (73) et des MAPK (72). Enfin, Gbg module l’activité de certains isoformes de 
l’adénylate cyclase (73, 74). 
1.4.4. Mécanismes moléculaires d’activation des protéines G 
L’obtention des structures du complexe b2AR/Gs par cryo-EM et cristallographie (32) 
ont permis de visualiser pour la première fois l’ensemble des mécanismes de propagation 
transmembranaire du signal d’activation d’un RCPG [Figure 4]. Les plus grands changements 
conformationnels proviennent de l’ouverture du TMVI (14 Å) et d’une extension en hélice-a de 
l’extrémité cytoplasmique du TMV. L’état actif de b2AR est stabilisé par une importante surface 
d’interaction avec la sous-unité Gas. Il n’y a pas d’interaction directe entre le récepteur et la 
sous-unité Gb ou Gg. L’hélice a5 de Gas s’insère dans une cavité formée suite à l‘ouverture 
des TMIV et TMV. Plusieurs résidus de cette hélice forment alors des interactions avec le cœur 
transmembranaire du récepteur. En particulier, la Tyr391 de Gas forme un lien polaire à la fois 
avec l’Arg131 du motif DRY (TMIII) et avec la Tyr326 de la séquence NPxxY (TMVII), ces 
deux motifs étant fortement conservés au sein de la classe A des RCPG (voir section 1.3.1). Le 
mouvement de l’hélice a5 de Gas libère l’accès à la poche de liaison du nucléotide favorisant 
l’échange d’un GDP pour un GTP et ainsi l’activation allostérique de la protéine G par le 






Figure 4. Structure active et inactive du complexe b2AR/Gs.  
A. Le complexe b2AR/Gs est purifié en absence de nucléotide dans des micelles. La sous-unité 
Gas est composée de deux domaines : le domaine Ras (aRas) et le domaine en hélice a (aAH). 
En l’absence de nucléotide, le domaine aAH est mobile par rapport au domaine aRas. Le 
complexe est orienté dans la membrane plasmique. Le récepteur b2AR (vert) est lié à un 
agoniste (sphères jaunes) et engagé avec Gas (orange). Gas est associée à Gb (cyan) et Gg 
(violet) pour former le complexe hétérotrimérique Gs. Le nanobody Nb35 qui se lie aux sous-
unités a et b, et le lysozyme T4 fusionné au N-ter du b2AR sont utilisés pour stabiliser le 
complexe et permettre sa cristallisation (non représentés).  
B. Vue de côté et vue depuis le cytoplasme de la structure du complexe b2AR/Gs (vert) 
superposé à la structure du b2AR inactif lié au carazolol (bleu). Des changements structuraux 
majeurs sont observés au niveau de la partie intracellulaire des domaines TM5 et TM6. Le TM5 
s’étend vers le domaine cytoplasmique par deux tours d’hélice et le TM6 se déplace de 14 Å 
vers l’extérieur (entre les résidus Glu268 des deux structures, flèche jaune).  
C. L’hélice a5 de Gas s’arrime dans une cavité formée au niveau de la face intracellulaire du 
récepteur suite à l’ouverture de ces hélices TM5 et TM6. Les interactions sont principalement 
non-polaires, sauf la Tyr 391 de l’hélice a5 de Gas avec l’Arg131 du motif DRY du TM3. Cette 
Arg131 interagit aussi avec la Tyr326 du motif conservé NPxxY du TM7. Adaptée de (32). 
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La dynamique structurelle de l’activation du récepteur b2AR a été confirmée quelques années 
plus tard avec l’obtention de la structure de la forme active du récepteur muscarinique M2R (75) 
et du récepteur aux opioïdes µOR (76). On retrouve l’ouverture des TMVI et V ainsi que le 
réarrangement des motifs DRY et NPxxY. En particulier, la Tyr 4401 du motif NPxxY et la 
Tyr2061 dans son voisinage immédiat interagissent via un lien polaire certainement médié par 
une molécule d’H2O. Des études mutationnelles ont démontré l’importance de cette liaison dans 
la stabilisation de la conformation active du récepteur formant un « verrou » ionique stabilisant 
l’ouverture du TMVI. La position relative de ces deux Tyr est conservée dans les structures 
actives de la rhodopsine, de b2AR, de M2R et de µOR. Ce mécanisme peut donc être considéré 
comme caractéristique de l’activation des récepteurs de classe A.  
2. Arrestines : régulateurs de la signalisation et du trafic des 
RCPG 
2.1. Généralités 
Les protéines arrestines ont été identifiées comme des régulateurs de l’activité des RCPG 
d’abord dans le système visuel par le groupe de Hermann Kühn en 1986 (77), puis avec le 
récepteur b2AR par le groupe de Robert Lefkowitz en 1990 (78). 
Chez l’Homme et les autres mammifères, il existe quatre sous-types de la protéine arrestine :  
• Arrestine-1 et arrestine-4 se lient à la forme activée par la lumière et phosphorylée du 
récepteur rhodopsine. Arrestine-1 est exprimée en quantité comparable dans les 
cellules visuelles en cônes et en bâtonnets alors que arrestine-4 ne se retrouve que dans 
les premières. 
• Arrestine-2 et arrestine-3 (ou b-arrestine-1 et b-arrestine-2) sont ubiquitaires. Même si 
elles ont d’abord été découvertes comme interacteurs du récepteur b2AR, il est clair 
                                                
1 Numérotation selon la séquence du récepteur M2R 
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aujourd’hui que cette interaction s’étend à la plupart des RCPG. Arrestine-2 présente 
59% d’homologie avec arrestine-1. 
Les arrestines sont des protéines dépourvues d’activité catalytique qui fonctionnent 
comme des protéines d’échafaudage pour l’assemblage de complexes protéiques ou 
signalosomes (79). Originellement, les arrestines sont identifiées comme acteur central de la 
désensibilisation (découplage du complexe protéine G/récepteur) et de l’internalisation des 
RCPG. Cependant, nous verrons tout au long des deux prochains chapitres que les arrestines 
participent aussi à l’activation directe de voies de signalisation, ainsi qu’à plusieurs processus 
de régulation des RCPG.  
2.2. Les arrestines dans différents organismes modèles 
Plusieurs organismes modèles ont été invalidés (knockout, KO) pour un ou plusieurs 
sous-types d’arrestines afin d’étudier le rôle de ces protéines in vivo. De nombreux invertébrés 
expriment les protéines arrestines, parmi lesquels les organismes modèles Caenorhabditis 
elegans (80) and Drosophila melanogaster (81). La mutation des deux arrestines visuelles, Arr1 
et Arr2, chez D. melanogaster apporte la première confirmation in vivo que ces protéines 
inactivent le récepteur à la rhodospine et stoppent la phototransduction (82). La suppression du 
gène kurtz, le seul sous-type d’arrestine non-visuelle exprimé chez D. melanogaster, est létal en 
raison de son rôle essentiel dans le système nerveux central lors du développement (83). La 
délétion de ARR-1, unique arrestine exprimée chez C. elegans, met en évidence son rôle dans 
la régulation de la signalisation des protéines G dans le système neuronal, ainsi que son 
importance dans l’adaptation et la récupération du système olfactif (80). 
Les vertébrés possèdent tous des arrestines visuelles et non-visuelles (84). Les arrestines 
visuelles Arr3a et Arr3b du poisson zèbre, exprimées dans les cônes et donc homologues de 
l’arrestine-4 humaine, permettent une bonne résolution temporelle de la vision via une 
récupération plus rapide de la photo-réponse après activation des récepteurs (85). Quant à la b-
arrestine-2 non-visuelle, les travaux publiés par Wilbanks et al. montrent son rôle dans 
l’internalisation du récepteur Smoothened qui active la voie Hedgehog lors du développement 
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du poisson zèbre (86). Ces résultats corrèlent avec les données obtenues dans des cellules de 
rein embryonnaire humain (HEK293) (87).  
Des KO individuels b-arrestine-1 et b-arrestine-2 ont été générés chez la souris (88, 89). Il est 
intéressant de noter que les souris KO pour b-arrestine-1 ou b-arrestine-2 ne présentent pas de 
phénotype majeur alors que les souris double KO pour b-arrestine-1/2 meurent au stade 
embryonnaire, ce qui suggère une redondance de fonction entre ces deux protéines (90).  
2.3. Activation et changements conformationnels 
Les structures cristallines des quatre sous-types d’arrestine à l’état basal ont été résolues 
(arrestine-1 (91, 92), arrestine-2 (93, 94), arrestine-3 (95), arrestine-4 (96)). Elles montrent un 
squelette structural similaire qui est de forme allongée et composé d’un double b-sandwich à 
sept feuillets formant deux lobes qui entourent un cœur polaire. Les lobes, appelés N-domaine 
et C-domaine, sont reliés entre eux par un bras d’une dizaine d’acides aminés qui constitue la 
région charnière ou « hinge domain ». Les extrémités N-ter et C-ter ne sont pas structurées et le 
C-ter est enfoui dans le N-domaine. Des mutations perturbant cette interaction ou le cœur polaire 
de la molécule ont un impact sur la liaison d’arrestine aux RCPG, ce qui démontre l’importance 
de ces motifs structuraux dans son mécanisme moléculaire d’activation (97-101). 
2.3.1. Le senseur phosphate  
Deux ensembles d’interactions intramoléculaires entre les deux lobes d’arrestine 
permettent le maintien de la conformation inactive de la protéine (102, 103): le cœur polaire, 
constitué de résidus chargés et qui est maintenu par des ponts salins formés entre Arg169/3932 
et Asp290/2972, ainsi que la région aux 3 éléments formée par l’interaction tripartite du feuillet 
bXX de l’extrémité C-ter avec le feuillet bI et l’hélice a1 amphipathique du N-domaine [Figure 
5]. 
                                                




Figure 5. Structure aux rayons-X d’arrestine-2 inactive (PDB 1G4R).  
Structure inactive d’arrestine-2 avec la région aux 3 éléments (violet) et le cœur polaire (rouge). 
Les résidus Arg du cœur polaire sont représentés avec des bâtonnets rouges et les Asp des 




L’activation des arrestines est provoquée par l’interaction de la queue C-ter d’un RCPG 
sous sa forme phosphorylée (active) avec le N-domaine de l’arrestine. Ces résidus phosphorylés 
interagissent avec le cœur polaire d’arrestine, déstabilisant celui-ci ainsi que la région aux 3 
éléments, ce qui provoque la libération de la queue C-ter d’arrestine (102, 103). Plusieurs sites 
d’interactions d’arrestine avec des effecteurs, tels que les protéines de la machinerie 
d’endocytose, sont alors exposés. L’activation d’arrestine peut être déclenchée par un peptide 
phosphorylé dérivé de la queue C-ter du récepteur à la vasopressine V2R (V2R phosphopeptide 
ou V2Rpp) (105). Cette astuce a été utilisée en 2013 afin d’obtenir la structure de la forme active 
de b-arrestine-1 (106). La même année a été publiée la structure d’une forme mutante pré-
activée d’arrestine-1 (p44), dans laquelle les 35 derniers acides aminés (soit l’extrémité C-ter) 
sont remplacés par une alanine, et qui lie de manière constitutive le récepteur à la rhodopsine 
non phosphorylé (107).  
Plus récemment, la structure du complexe rhodopsine/arrestine-1 a été résolue (108). 
Ces trois structures ont confirmé l’existence d’un senseur phosphate. De manière surprenante, 
V2Rpp n’interagit pas directement avec le cœur polaire d’arrestine. À la place, le cœur polaire 
est déstabilisé suite à une distorsion de la boucle lariat (résidus 282-309) (93), à l’interface du 
N- et du C-domaine) et le phosphopeptide prend la place de l’extrémité C-ter d’arrestine au 
niveau du N-domaine, formant ainsi des interactions de charge avec le feuillet bI de la région 
aux 3 éléments. Plus précisément, le résidu Lys294 de la boucle lariat interagit avec le résidu 
T360 phosphorylé de la queue C-ter du V2R. Cette distorsion de la boucle éloigne les résidus 
Asp290 et Asp297 du cœur polaire, en entraînant une rupture des liaisons hydrogènes. De plus, 
l’interaction des Ser/Thr phosphrylées de la queue C-ter de V2R avec les Lys10, Lys11 et 
Lys107 du motif aux 3 éléments d’arrestine déplace le feuillet bXX de l’extrémité C-ter, 
perturbant là-aussi le cœur polaire de la molécule.  
En résumé, les études faites sur les structures des formes actives d’arrestines ont donc permis 
de définir un senseur phosphate constitué des feuillets bI-III, de l’hélice a1 et de la boucle lariat 




Figure 6. Les senseurs phosphate.  
A. Liens hydrogènes du cœur polaire. Les résidus Arg du cœur polaire de la structure inactive 
d’arrestine-2 (PDB 1G4R) sont représentés avec des bâtonnets rouges et les Asp en bleu. Les 
résidus Arg et Asp de la forme pré-activée d’arrestine p44 (PDB 4J2Q), d’arrestine-2 liée au 
peptide C-ter phosphorylé de V2R (PDB 4JQI), et d’arrestine-1 en complexe avec rhodopsine 
(PDB 4ZWJ) sont représentés respectivement avec des bâtonnets jaunes, oranges et rouges. Les 
liens hydrogènes dans le cœur polaire de la forme inactive d’arrestine-2 sont montrés en 
pointillés noirs et sont rompus dans la forme active des arrestines.  
B. Liens hydrogènes entre les lysines (bâtonnets rouges) du feuillet bI d’arrestine-2 et les 





2.3.2. Le senseur d’activation 
Plusieurs études suggèrent que les arrestines contiennent non seulement un senseur 
phosphate mais aussi un senseur d’activation (102, 109). En dehors du senseur phosphate, 
d’autres régions montrent un déplacement lors du passage de la conformation inactive à la 
conformation active : les boucles centrales (boucles finger, middle et lariat) et les feuillets bIV-
V et bXII-XVI sont dynamiques ; et on constate aussi une rotation d’environ 20° de la position 
relative du N-domaine par rapport au C-domaine.  
La boucle finger 
L’échange hydrogène/deutérium associé à la spectrométrie de masse (HDX-MS) permet 
l’identification assez précise de régions protéiques impliquées dans des changements de 
conformation ou des interactions avec des partenaires. Cette technique a été utilisée par le 
groupe de Robert Lefkowitz (37) et montre une réduction significative de l’incorporation de 
deutérium au niveau des boucles centrales, principalement la boucle finger, lorsqu’ils comparent 
le complexe β2V2R3/β-arrestine-1 au V2Rpp/β-arrestine-1. Cela signifie que lors de l’activation 
de β-arrestine-1 avec V2Rpp, ces boucles sont exposées au solvant, mais qu’en complexe avec 
le récepteur pleine longueur, elles se retrouvent enfouies, probablement en formant une 
interaction avec le récepteur. Cette hypothèse est consistante avec des données obtenues par 
mutation fonctionnelle, spectrométrie par résonance paramagnétique électronique (DEER), et 
marquage fluorescent qui supportent elles-aussi l’interaction de la boucle finger avec le 
récepteur activé (110-114). Par la suite, la structure cristallographique de la rhodopsine en 
complexe avec la boucle finger d’arrestine-1 montre l’insertion de cette boucle dans le noyau 
central du récepteur (115). Enfin, ces résultats sont confirmés par l’étude du cristal 
rhodopsine/arrestine-1 obtenue en 2015 (108) qui montre la boucle finger formant une hélice a 
qui s’insère dans le cœur de la rhodopsine et entre en contact avec la boucle i1, le TMVII et 
l’hélice a8 du récepteur.  
                                                
3 β2V2R correspond au récepteur b2AR dans lequel la queue C-ter de b2AR a été tronquée et remplacée par V2Rpp 
(soit la queue C-ter phosphorylée du récepteur V2R) 
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La boucle middle 
Les cristaux de p44 et b-arrestine-1/V2Rpp ainsi que des études HDX-MS montrent un 
mouvement de la boucle middle lors de l’activation d’arrestine (106, 107, 109, 116). Des études 
mutationnelles prouvent l’importance de cette boucle dans le maintien de la sélectivité 
d’arrestine-1 pour la forme activée du récepteur, en limitant sa liaison de celle-ci à la rhodopsine 
inactive (117). Là encore, ces données sont confirmées par l’analyse de la structure du complexe 
rhodopsine/b-arrestine-1 qui montre un espacement de la boucle middle et de la boucle lariat 
apportant l’espace nécessaire à l’insertion de la boucle i2 du récepteur [Figure 7].  
Liaison séquentielle arrestine/récepteur 
Les résultats de microscopie électronique (EM) obtenus par Arun Shukla et ses collègues 
permettent de visualiser le complexe β2V2R/β-arrestine-1 (37). Ce complexe se retrouve sous 
deux conformations majoritaires : la première où β-arrestine-1 est suspendue par un seul point 
d’ancrage au récepteur, et la deuxième où l’interface d’interaction entre β-arrestine-1 et le 
récepteur est beaucoup plus étendue. Selon les auteurs, la première conformation correspond à 
une étape intermédiaire de basse affinité dans la formation du complexe arrestine/récepteur où 
seul le N-domaine d’arrestine interagit avec la queue C-ter du récepteur β2V2R phosphorylé. 
La deuxième conformation correspond quant à elle l’engagement complet et de haute affinité 
d’arrestine avec le récepteur qui implique aussi l’insertion de la boucle finger dans le cœur du 
β2V2R. Dans cette conformation pleinement active, l’arrestine forme un « chapeau » sur la 





Figure 7. Réarrangement des boucles centrales lors de l’activation d’arrestine 
A. Localisation des trois boucles dans la structure de b-arrestine-1 inactive (PDB 1G4R). 
B. Position relative de chaque boucle dans la structure de b-arrestine-1 inactive (vert, PDB 
1G4R), de p44 (jaune, PDB 4J2Q), du complexe V2Rpp/b-arrestine-1 (orange, PDB 4JQI). 
C. Position des boucles finger et middle dans le complexe rhodopsine/arrestine-1 (PDB 4ZWJ). 




Figure 8. Engagement de b-arrestine-1 au récepteur b2V2R 
Suite à son activation par l’agoniste, le récepteur est phosphorylé par les kinases des RCPG 
(GRK) et recrute arrestine. Arrestine se lie au récepteur en 2 étapes : interaction de faible affinité 
avec le C-ter phosphorylé du récepteur correspondant à une conformation partiellement engagée 
puis engagement de la boucle finger dans le cœur du récepteur pour adopter une conformation 
pleinement engagée de haute affinité. (En bas) Représentation d’une moyenne d’images 
obtenues par EM du complexe natif T4L-β2V2R-βarrestine-1-Fab30/ScFv30 montrant la 
conformation partiellement engagée (gauche) et pleinement engagée (droite) d’arrestine au 




2.4. Désensibilisation des RCPG 
Les RCPG, une fois activés par un agoniste, fonctionnent comme des facteurs d’échange 
de nucléotides de guanine (GEF) pour les protéines G. Une fois dissociées, les sous-unités Ga-
GTP et Gbg régulent l’activité enzymatique de nombreux effecteurs (voir section 1.4). En 
parallèle, la stimulation du récepteur enclenche un mécanisme de régulation négative qui va 
permettre de contrôler la durée de l’activation des protéines G. Ce processus est appelé 
désensibilisation [Figure 9]. Malgré la diversité des voies de signalisation activées par ces 
récepteurs, le mécanisme de désensibilisation est universel et implique l’action coordonnée de 
protéines kinases et des arrestines. La désensibilisation englobe plusieurs processus : le 
découplage du récepteur et des protéines G, l’internalisation des récepteurs depuis la surface de 
la cellule vers des compartiments intracellulaires, la dégradation lysosomale des récepteurs et la 
baisse de la synthèse de novo de molécules de récepteurs. La signalisation des RCPG peut aussi 
être stoppée directement au niveau des protéines G. Par exemple, les protéines régulatrices de 
la signalisation des protéines G (RGS) accélère l’hydrolyse du GTP en GDP atténuant ainsi la 
signalisation (118, 119). Avant tout considéré comme un mécanisme d’atténuation de la 
signalisation des RCPG, il est aujourd’hui évident que la désensibilisation des RCPG permet 
aussi l’enclenchement de voies de signalisation non-canoniques qui seront discutées plus bas.  
2.4.1. Désensibilisation dépendante de la phosphorylation 
La désensibilisation commence quelques secondes après l’activation du récepteur. La 
première étape correspond à la phosphorylation des boucles cytoplasmiques et de la queue C-
ter par des kinases intracellulaires. Cette phosphorylation peut être effectuée par les kinases des 
RCPG (GRK) ou les protéines kinases dépendantes des seconds messagers (121). 
Phosphorylation du récepteur par les kinases dépendantes des seconds messagers ou 
désensibilisation hétérologue 
Les kinases dépendantes des seconds messagers, telles que PKA ou PKC, phosphorylent 





Figure 9. Cycle d’activation et désensibilisation d’un RCPG 
Après activation par le ligand, le récepteur active rapidement les protéines G qui engagent 
différentes cascades de signalisation. La liaison du ligand déclenche aussi le recrutement des 
GRK et la phosphorylation du récepteur qui conduisent à la désensibilisation et à 
l’internalisation de celui-ci, suivies selon le récepteur, de son recyclage à la membrane ou de sa 




et sur son extrémité C-ter et empêchent l’activation des protéines G (121, 122). Contrairement 
aux GRK, les kinases dépendantes des seconds messagers ne font pas la discrimination 
entrerécepteurs occupés par un ligand ou non. Par conséquent, elles préviennent l’activité des 
récepteurs actifs et inactifs, d’où le terme de désensibilisation hétérologue. Des études montrent 
que le mécanisme de désensibilisation hétérologue ne nécessite pas le recrutement d’arrestine 
au récepteur pour permettre le découplage des protéines G (121).  
Dans certains cas, la phosphorylation du récepteur par PKA ou PKC stimule un échange de 
couplage de la protéine G au niveau du récepteur. Par exemple, une fois activé le récepteur 
b2AR engage Gs qui active l’adenylate cyclase et PKA. En plus de conduire à la production de 
seconds messagers, PKA phosphoryle le récepteur (123) ce qui altère le couplage Gs et promeut 
le couplage Gi, désensibilisant ainsi la signalisation Gs (124-127).  
Phosphorylation du récepteur par les GRK ou désensibilisation homologue 
La famille des GRK est composée de sept membres (128). GRK1 et 7 sont exprimées 
uniquement dans le système visuel. GRK2, 3, 5 et 6 sont exprimées de manière ubiquitaire. 
GRK4 est exprimée uniquement dans les testicules. GRK2 et 3 possèdent un domaine de liaison 
à Gbg qui permet leur recrutement à la membrane plasmique après activation du récepteur et 
séparation des sous-unités Ga et Gbg (129). GRK1, 4, 6 et 7 sont adressées à la membrane par 
modifications post-transcriptionnelles (GRK1: farnésylation, GRK4/6: palmitoylation, GRK7: 
geranylgeranylation) et GRK5 par interaction entre des résidus négativement chargés de son 
domaine C-ter et des phospholipides (130).  
Contrairement aux kinases dépendantes des seconds messagers, les GRK phosphorylent 
de manière spécifique les récepteurs activés par leur ligand : c’est la désensibilisation 
homologue (121). Tout comme PKA et PKC, les GRK phosphorylent le récepteur sur des 
résidus sérine ou thréonine des boucles intracellulaires et de l’extrémité C-ter. En revanche, la 
phosphorylation du récepteur par les GRK a peu d’effet sur le couplage récepteur/protéine G en 
l’absence d’arrestine. Plus précisément, la phosphorylation par les GRK permet l’augmentation 
de l’affinité d’arrestine pour le récepteur activé et le recrutement d’arrestine provoque alors le 
découplage par effet stérique.  
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Importance de la phosphorylation des RCPG pour l’interaction avec arrestine 
Les RCPG fonctionnent comme des protéines d’échafaudage dynamiques dont le spectre 
de protéines d’interaction est influencé à la fois par des changements conformationnels et par 
des modifications post-transcriptionnelles. Dans le cas de l’interaction avec arrestine, la 
phosphorylation du récepteur joue un rôle central.  
Dans le système visuel, la relation de cause à effet entre la phosphorylation et 
l’interaction du récepteur avec arrestine est évidente. En effet, des études in vitro montrent que 
la phosphorylation de résidus Ser/Thr bien définis sur la queue C-ter du récepteur rhodopsine 
augmente par dix fois l’affinité d’arrestine pour le récepteur activé par la lumière (131-133). En 
revanche, pour les arrestines non visuelles (b-arrestine-1/2), la phosphorylation du récepteur 
n’augmente pas de manière aussi drastique l’affinité d’arrestine pour ce dernier. En général, 
l’affinité de b-arrestine-1/2 pour le récepteur activé phosphorylé, plutôt que pour sa forme 
inactive, est seulement 2 à 3 fois plus élevée (134). Donc, malgré une conservation des 
principales caractéristiques du modèle liaison des arrestines visuelles et non visuelles au 
récepteur, le niveau de sélectivité fonctionnelle n’est pas conservé.  
Contrairement à arrestine-1 et arrestine-4, b-arrestine-1 et b-arrestine-2, sont amenées à 
interagir avec 600 à 800 récepteurs différents qui présentent une homologie de séquence faible 
au niveau de leurs domaines intracellulaires. De plus, les patrons de phosphorylation peuvent 
grandement varier d’un récepteur à l’autre, avec des sites de phosphorylation principalement 
situés au niveau de l’extrémité C-ter et la boucle i3, et occasionnellement sur les boucles i1 et 
i2 (135). Enfin, ces évènements de phosphorylation sont médiés par différentes kinases. Cette 
hétérogénéité résulte en toute une gamme d’affinité des b-arrestines pour les RCPG activés et 
phosphorylés (135). Cela a conduit à la séparation des récepteurs en deux classes distinctes : les 
récepteurs de classe A, tel que le récepteur V2R, présentent une forte affinité pour b-arrestine 
qui permet le maintien du complexe lors de l’internalisation, alors que les récepteurs de classe 
B, tel que le récepteur b2AR, ont une affinité plus faible qui entraîne une dissociation plus rapide 
du complexe arrestine/récepteur (136).  
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Finalement, pour certains récepteurs, la phosphorylation n’est pas un critère essentiel 
pour l’interaction avec b-arrestine. C’est le cas des récepteurs à la susbstance P (136), lutropine 
(137), leukotriene B4 (138), orexine-1 (139) et PAR-2 (140) où les formes mutantes non 
phosphorylables ne perdent pas leur capacité d’interaction avec arrestine. Dans le cas de ces 
récepteurs, il a été émis l‘hypothèse que chaque interaction entre le récepteur et arrestine est, 
prise individuellement, de faible affinité mais que la somme de ces interactions est suffisante 
pour permettre la formation du complexe, même en l’absence de phosphorylation (109). De 
plus, pour certains de ces récepteurs, la présence de résidus chargés négativement au niveau de 
la queue C-ter pourrait agir comme un phosphomimétique (141). Par exemple, un résidu Asp 
sur la boucle i3 du récepteur à la lutropine interagit avec le senseur phosphate de b-arrestine et 
participe à la désensibilisation et l’internalisation indépendante de la phosphorylation du 
récepteur (137).  
Spécificité d’action des différentes kinases 
De par les différentes kinases, mais aussi les différents sites de phosphorylation, la 
liaison des arrestines aux RCPG se doit de présenter une grande flexibilité, laissant supposer 
que c’est le nombre de charges négatives dans certains domaines intracellulaires du récepteur 
qui importe, plus que la position exacte de ces sites de phosphorylation (109). Il apparaît que la 
liaison d’arrestine requiert un minimum de deux évènements de phosphorylation à proximité 
(142). 
Toutefois, toutes les kinases qui phosphorylent les RCPG n’ont pas le même effet 
fonctionnel. Par exemple, la phosphorylation du récepteur b2AR par PKA/PKC au niveau de la 
boucle i3 ou par PKA au niveau de l’extrémité C-ter n’induit pas le recrutement de b-arrestine 
alors que la phosphorylation du C-ter de b2AR par GRK2 augmente fortement son affinité pour 
le récepteur (132). En revanche, les phosphorylations par PKA/PKC et par GRK conduisent 
toutes deux à la désensibilisation du récepteur, mais à l’aide de mécanismes distincts (143, 144). 
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2.4.2. Désensibilisation indépendante de la phosphorylation 
La capacité des GRK à réguler l’activation des protéines G par les RCPG n’est pas 
toujours dépendante de la phosphorylation du récepteur. Les GRK sont composées d’un 
domaine régulateur de la signalisation des protéines G (RH) en N-ter, d’un domaine protéine 
kinase au centre, et d’un domaine de liaison aux Gbg (PH) à l’extrémité C-ter 
(145). L’atténuation de l’activité des protéines G par GRK2 et GRK3, de manière phospho-
indépendante, a été rapportée pour des récepteurs couplés Gs (ex. récepteur à l’hormone 
folliculo-stimulante (146)), Gi (ex. récepteur sérotoninergique 5HT1B (147)), et Gq (ex. 
récepteur à l’hormone parathyroïdienne (148)). Dans le cas des récepteurs couplés Gq, GRK2 
sert de protéine d’échafaudage avec son domaine RH qui interagit avec la sous-unité Gαq et son 
domaine PH avec les sous-unités Gβγ. L’hétérotrimère Gabg subit alors un changement de 
conformation qui entraîne son découplage du RCPG (149, 150). Pour les récepteurs couplés à 
d’autres protéines G, le mécanisme reste encore incertain puisque le domaine RH de GRK2 ne 
semble pas interagir avec les sous-unités Gas ou Gai (151). Peu d’informations sur le rôle 
potentiel des sous-types GRK4-6 dans la désensibilisation phospho-indépendante des RCPG 
sont disponibles à ce jour. Seule une étude montre GRK4 comme régulateur de la 
désensibilisation du GABAB, et cela indépendamment de son activité kinase (152). Dans le cas 
de la désensibilisation indépendante de la phosphorylation, l’interaction de GRK avec le 
récepteur aurait pour rôle la régulation de la signalisation des protéines G alors que son activité 
kinase permettrait le recrutement d’arrestine.  
En plus des GRK, d’autres protéines peuvent jouer un rôle dans la désensibilisation des 
RCPG : la famille RGS. Cette famille se compose de 25 membres qui agissent comme des 
protéines activatrices des GTPases (GAP) avec pour substrat les protéines Ga (153, 154).  
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2.5. Endocytose des RCPG 
2.5.1. Endocytose induite par le ligand et endocytose constitutive 
La liaison des arrestines aux récepteurs sous leur forme active phosphorylée a été mise 
en évidence il y a plus de 30 ans (155), et son rôle dans le découplage du récepteur et des 
protéines G est rapidement démontré suite à cette découverte (77). Dix ans plus tard, les 
premiers interacteurs, autres que les RCPG, sont découverts et il s’agit de molécules impliquées 
dans le trafic vésiculaire : la clathrine (156) et la protéine adaptatrice AP-2 (157). Ces données 
sont les premières à montrer un rôle direct des arrestines, non seulement dans l’arrêt de la 
signalisation par les protéines G, mais aussi dans l’endocytose des récepteurs activés.  
Comme discuté dans la section 2.4.1, le couplage d’arrestine au récepteur activé induit la 
libération de la queue C-ter d’arrestine contenant les motifs de liaisons pour AP-2 et clathrine 
(102, 103). Cette région contient aussi plusieurs résidus chargés positivement qui forment un 
site de haute affinité pour la liaison aux phoshoinositides (158). L’ensemble de ces interactions 
entraîne le complexe vers les puits recouverts de clathrine. Ces puits s’invaginent 
progressivement jusqu’à la libération de la vésicule dans le cytosol. La scission de la vésicule 
est effectuée par la dynamine qui s'enroule autour du col vésiculaire et ferme celui-ci par 
contraction, en utilisant l’hydrolyse du GTP comme source d’énergie. Une fois libérées dans le 
cytosol, les vésicules sont déshabillées pour que leur membrane puisse interagir avec les 
protéines motrices du cytosquelette et fusionner avec les endosomes précoces (159).  
Malgré le fait que l’endocytose des RCPG soit considérée majoritairement comme un 
phénomène dépendant de l’activation par l’agoniste, plusieurs RCPG internalisent aussi de 
manière constitutive (160). Dans la plupart des cas, la demi-vie des récepteurs à la surface de la 
cellule, en l’absence d’agoniste, est plus longue qu’après stimulation, donc le taux 
d’internalisation est plus faible. Les mécanismes d’internalisation utilisés par un même 
récepteur en présence et en absence de ligand peuvent varier, par exemple, les récepteurs b2AR 
et M3R internalisent de manière clathrine-dépendante lors de la stimulation par leurs agonistes 
respectifs, alors qu’ils utilisent un mécanisme indépendant de la clathrine lors de leur 
internalisation constitutive (160). Autre exemple, le récepteur GABAB qui internalise 
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uniquement de manière constitutive, et non en réponse à l’agoniste, avec une perte de 40% à 
50% des récepteurs de surface en deux heures (161). 
Le rôle de cette internalisation constitutive n’est pas encore très bien compris. Toutefois, elle a 
un impact certain sur la capacité de réponse de la cellule à la stimulation par un agoniste. Il a 
été suggéré que ce mécanisme pourrait permettre le maintien de l’homéostasie des RCPG, le 
contrôle de la distribution membranaire des récepteurs (162) ou encore la création d’une réserve 
intracellulaire de récepteurs disponibles pour remplacer ceux qui sont désensibilisés après 
stimulation par l’agoniste. La dérégulation de cette internalisation constitutive peut avoir des 
conséquences physiologiques importante. Par exemple, La mutation R137H sur le motif DRY 
du récepteur V2R, entraîne une augmentation significative du recrutement d’arrestine et de son 
internalisation constitutive, causant une perte de fonction du récepteur qui a été reliée au 
développement du diabète néphrogénique insipide (163).  
2.5.2. Endocytose b-arrestine- et clathrine-dépendante 
Deux grands mécanismes d’endocytose s’offrent aux cargos membranaires, soit 
dépendant ou indépendant de la clathrine. Le modèle canonique d’internalisation des RCPG 
repose sur une internalisation dépendante de b-arrestine, clathrine et AP-2.  
Classification des récepteurs selon leur interaction avec les arrestines 
Les différences d’affinité pour b-arestine-1 et b-arrestine-2 observées parmi les RCPG 
conduisent à leur séparation en deux groupes distincts. Les récepteurs de classe A présentent 
une plus grande affinité pour b-arrestine-2 que pour b-arrestine-1 alors que les récepteurs de 
classe B ont une affinité similaire pour ces deux sous-types d’arrestines (136). Dans les deux 
cas, les b-arrestines participent à la désensibilisation et à l’endocytose en s’associant aux RCPG. 
Toutefois pour les récepteurs de classe A, cette interaction est labile et le complexe 
arrestine/récepteur se dissocie très rapidement après internalisation (136). Au contraire, les 
récepteurs de classe B forment un complexe stable qui est maintenu au niveau des endosomes 
(136). Cette stabilité du complexe semble être déterminante dans le devenir du récepteur après 
internalisation puisque les récepteurs classe A sont rapidement recyclés à la membrane 
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plasmique après dissociation d’avec b-arrestine, alors que les récepteurs de classe B sont plutôt 
dirigés vers les voies de dégradation lysosomale. Les déterminants moléculaires responsables 
de cette affinité plus importante des récepteurs de classe B pour arrestine seront discutés 
ultérieurement (voir section 2.5.1)  
Parmi les récepteurs prototypiques de la classe A se retrouvent : le récepteur b2AR, µOR 
ou encore dopaminergique D1AR; et de classe B : le récepteur à l’angiotensine AT1R ou encore 
le récepteur V2R. L’extrémité C-ter du récepteur semble jouer un rôle prépondérant dans la 
détermination du profil d’interaction du récepteur avec b-arrestine. Ainsi, le récepteur 
chimérique b2V2R4 se comporte comme un récepteur de classe B (136).  
Toutefois, cette classification doit être considérée avec précaution puisqu’au cours des années, 
il a été montré que certains récepteurs de classe A ne recyclent que très peu, et inversement pour 
des récepteurs de classe B. Ces profils peuvent aussi varier selon le ligand ou selon la GRK qui 
phosphoryle le récepteur.  
Déterminants moléculaires de l’interaction AP-2/arrestine 
AP-2 est une protéine hétérotrimérique composée de deux grosses sous-unités, appelées 
adaptines : a et b2 (environ 100kDa), et de deux plus petites µ2 et s2 (respectivement 50kDa 
et 17kDa). AP-2 joue le rôle de protéine adaptatrice en se liant à la clathrine afin de permettre 
le transport des molécules cargos (ici les RCPG) vers les puits recouverts de clathrine. Les 
domaines a-adaptine et b2-adaptine sont composés de trois parties : l’oreille, le domaine 
charnière et le tronc [Figure 10]. Les oreilles possèdent plusieurs motifs de liaison qui 
permettent l’interaction avec les cargos, la clathrine, ainsi que les protéines accessoires. Ces 
protéines accessoires, telles que l’epsine, Eps15, CALM, l’amphiphysine et la synaptojanine, 
induisent la courbure de la membrane et régulent l’assemblage, la maturation, la fission et le 
désassemblage des vésicules recouvertes de clathrine (159). 
                                                




Figure 10. Représentation schématique d’AP-2 




Des études menées par le Dr. Caron ont permis l’identification de la région d’interaction 
d’arrestine avec AP-2 qui se situe au niveau de l’oreille de la sous-unité b2-adaptine (157, 165). 
En ce qui concerne arrestine, la délétion des 25 derniers acides aminés de sa queue C-ter conduit 
à une perte totale de l’interaction avec AP-2. En particulier, l’importance des résidus Arg394 et 
Arg3965 a été mise en évidence par mutagénèse. Des expériences de microscopie par 
fluorescence montrent aussi que le complexe b2AR/b-arrestine-2-R396A n’est pas transféré 
vers les puits recouverts de clathrine après stimulation du récepteur, contrairement au complexe 
b2AR/b-arrestine-2 sauvage (wt), mettant en évidence l’importance de cette interaction dans les 
étapes initiales de l’internalisation. Par ailleurs, les mutants F391E et R395E de b-arrestine-1 
bloquent l’internalisation du récepteur b2AR et agissent comme dominants négatifs (166). 
D’autres études de mutagénèse révèlent aussi l’implication des résidus Arg834, Trp841, 
Glu849, Tyr888 et Glu902 de l’oreille de b2-adaptine dans l’interaction avec arrestine (166). 
Par la suite, l’obtention du cristal de l’oreille de b2-adaptine montre son organisation en deux 
sous-domaines : un b-sandwich contenant un site de liaison latéral et une plateforme avec un 
site de liaison supérieur. L’utilisation d’un peptide de la queue C-ter de b-arrestine-1, contenant 
un des motifs consensus de liaison à AP-2 (D/ExxFxx[F/L]xxxR), montre sa fixation au niveau 
du site supérieur de b2-adaptine (164). Plus exactement, le peptide se glisse entre l’hélice a1 et 
le feuillet b-antiparallèle de la plateforme. Le motif D3xxF6xxF9xxxR13 se retrouve alors orienté 
sur le côté de l’hélice formée par le peptide et interagit avec les résidus de la poche de liaison. 
La partie supérieure de cette poche est globalement chargée positivement et on y retrouve D3 
qui interagit avec Arg834 and Arg879. F6 et F9 sont dans un environnement hydrophobique et 
apolaire crée par Phe837/Leu838/Ile876 et Trp841/Tyr888 respectivement. Enfin, R13 forme des 
liaisons avec les résidus Glu849 et Glu902 chargés négativement [Figure 11].  
Il est intéressant de noter que la région de b-arrestine-1 correspondant au peptide utilisé dans 
cette étude forme habituellement un feuillet b, mais que le peptide adopte une conformation en  
                                                





Figure 11. Structure du complexe b2-adaptine/b-arrestine-1 
A. Structure cristallographique du complexe b2-adaptine/b-arrestine-1 comprenant l’oreille de 
la sous-unité b2-adaptine d’AP-2 et le peptide de l’extrémité C-ter de b-arrestine-1. 
B. Le peptide se lie au niveau d’une poche sur b2-adaptine et tous les résidus du C-ter de b-
arrestine-1 qui interagissent avec b2-adaptine sont localisés du même côté de l’hélice. Les 
régions chargées positivement sont représentées en bleu et les régions chargées négativement 




hélice a lorsque liée à b2-adaptine. Cela suggère un changement de la conformation d’arrestine 
induit par son interaction avec AP-2, toutefois cette hypothèse ne pourra être confirmée que par 
l’obtention de la structure du complexe récepteur/arrestine/AP-2. 
Déterminants moléculaires de l’interaction clathrine/arrestine 
La région C-ter d’arrestine interagit aussi avec la clathrine, qui est composée d’une 
chaîne lourde et d’une chaîne légère. Trois molécules de clathrine s’assemblent pour former une 
structure caractéristique en forme de trisquèle qui se retrouve au niveau des puits recouverts de 
clathrine [Figure 12]. Les RCPG ne lient pas directement la clathrine, arrestine sert donc de 
protéine d’échafaudage pour permettre la formation de ce complexe. b-arrestine-1 et b-arrestine-
2 se lient toutes deux à la clathrine avec un Kd de 64nM et 10nM respectivement (156), ce qui 
est comparable au Kd de 10nM observé pour la liaison AP-2/clathrine (167).  
Les arrestines contiennent une séquence consensus de liaison à la clathrine au niveau de 
leur extrémité C-ter : LFxF[D/E], où F est un résidu hydrophobique encombrant (Leu, Iso, 
Met, Phe ou Val). Cette séquence se retrouve aussi parmi plusieurs autres interacteurs de la 
clathrine tels que AP-2, epsine ou amphiphysine. Il a été montré que la délétion ou la mutation 
de ce motif dans b-arrestine-1 était suffisante pour perturber son interaction avec la clathrine, et 
en conséquence l’internalisation du récepteur (166, 169, 170).  
Les structures cristallographiques des b-arrestines en complexe avec clathrine ont été 
résolues (chaîne lourde de la clathrine en complexe avec un peptide de b-arrestine-2 (171) ou 
avec b-arrestine-1 pleine longueur (94)). Elles ont permis de démontrer l’interaction entre le 
motif LFxF[D/E] d’arrestine et un bandeau de résidus hydrophobes et basiques sur l’extrémité 
N-ter de la chaîne lourde de clathrine, complémentant les résidus hydrophobiques et acides du 
motif LFxF[D/E]. En particulier, les résidus Glu89, Lys96 et Lys98 sont essentiels à cette 






Figure 12. Structure schématique de la clathrine et d’un puit recouvert de clathrine 
Adaptée de (168). 
 
 
Figure 13. Structure du complexe clathrine/b-arrestine-1 
A. Interface d’interaction entre b-arrestine-1 et clathrine. Les résidus du motif LFxF[D/E] et 
les résidus clés de b-arrestine-1 dans la poche hydrophobique de la clathrine sont numérotés en 
noir et vert respectivement.  
B. Carte unidimensionnelle de la surface d’interaction. Les liaisons hydrogènes potentielles sont 
en pointillés et les interactions hydrophobiques en pointillés gras. Adaptée de (94). 
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Déterminants moléculaires de l’interaction phosphoinositide/arrestine 
Les phosphoinositides sont des phospholipides impliqués dans la régulation de la 
signalisation cellulaire et du trafic membranaire. En particulier, PIP2 est enrichit au niveau de la 
membrane plasmique (173) et joue un rôle lors de l’internalisation des RCPG. b-arrestine-1 et 
b-arrestine-2 présentent un site de liaison de haute affinité avec PIP2 au niveau de leur extrémité 
C-ter composé de trois résidus basiques: Lys233, Arg237 et Lys2516. Le mutant b-arrestine-2-
KRK/Q bloque le recrutement du récepteur b2AR aux puits recouverts de clathrine, sans 
toutefois affecter le recrutement de b-arrestine-2 au récepteur ou sa capacité à lier la clathrine 
(174).  
Une fois recrutée au récepteur activé, b-arrestine active la production de PIP2 en activant 
l’enzyme PIP5K (phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase) conduisant à une augmentation de 
la concentration locale en PIP2 qui favorise l’internalisation du récepteur (175).  
2.5.3. Endocytose b-arrestine-indépendante et clathrine-dépendante  
Dans la plupart des cas, les RCPG utilisent la b-arrestine comme protéine d’échafaudage 
pour permettre la liaison du récepteur avec la machinerie d’endocytose. Toutefois, 
l‘internalisation par la voie des clathrines peut présenter des divergences puisque dans certains 
cas elle se fait de manière indépendante des b-arrestines. Les premières évidences démontrant 
ce type d’internalisation sont obtenues à l’aide de mutants dominants négatifs d’arrestine qui ne 
bloquent pas l’internalisation de certains RCPG (176-179), puis à l’aide de fibroblastes 
embryonnaires (MEF) obtenus à partir de souris KO pour b-arrestine-1 et b-arrestine-2 (180-
182). Font partie de cette catégorie : le récepteur activé par la protéase de type 1 (PAR1), le 
récepteur à la sérotonine de type 2A (5-HT2A) (183), le récepteur à la prostaglandine (FP) (184), 
le récepteur à la prostacycline (IP) (179), le récepteur au peptide formyle (FPR) (181), le 
récepteur muscarinique de l’acétylcholine de type 2 (m2 mAChR) (177), le récepteur à la 
sécrétine (SR) (185) et le récepteur au leukotrième (BLT1) (186). Notons que parfois, ces 
                                                
6 Numérotation selon la séquence de b-arrestine-2 
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mécanismes d’internalisation non-dépendants de b-arrestine sont limités à des conditions 
physiologiques particulières comme dans le cas du récepteur métabotropique au glutamate de 
type 1 (mGlu1R) qui n’utilise cette voie que lors d’une internalisation en l’absence d’agoniste 
(187). 
Interaction directe des RCPG avec AP-2 
AP-2 est capable de se lier directement au motif tyrosine d’endocytose YxxF7 présent 
sur la face cytoplasmique de plusieurs protéines membranaires, dont la queue C-ter de quelques 
RCPG (188). La liaison d’AP-2 se fait alors en deux étapes : premièrement, la sous-unité a se 
lie avec une faible affinité aux phosphoinositides PIP2 de la membrane plasmique (189), puis la 
kinase AAK1 (adaptor-associated kinase) phosphoryle la sous-unité µ2-adaptine d’AP-2 
augmentant l’affinité de cette dernière pour le motif d’endocytose, ce qui permet la formation 
d’un complexe avec la protéine cargo (190).  
Le récepteur PAR1 utilise ce motif d’endocytose lors de son internalisation constitutive. Les 
travaux de JoAnn Trejo soulignent l’importance de ce mécanisme dans le maintien d’une réserve 
intracellulaire du récepteur, qui permet un rétablissement de la réponse cellulaire suite à 
l’activation par protéolyse du récepteur plus rapide que via une synthèse de récepteurs de novo. 
Les résultats de son équipe montrent que l’utilisation d’un mutant PAR1 incapable d’interagir 
avec AP-2, ou la baisse de l’expression d’AP-2 par ARN interférent, conduit à une diminution 
drastique de l’internalisation constitutive du récepteur et une absence de resensibilisation des 
cellules après stimulation par le ligand (180). Il est intéressant de noter que l’internalisation de 
PAR1 suite à son activation par l’agoniste, quoique toujours dépendante de la clathrine, ne 
requiert ni AP-2 ni b-arrestine (191), ce qui montre là encore la capacité des RCPG à engager 
différentes voies d’endocytose selon les conditions physiologiques.  
Le récepteur à la thromboxane TPb possède un motif similaire YxxxF au niveau de sa queue 
C-ter et internalise de manière b-arrestine indépendante, mais le rôle d’AP-2 n’a pas été testé 
                                                
7 F est un résidu hydrophobique encombrant 
 
44 
(192). L’interaction directe de la sous-unité µ2-adaptine d’AP-2 avec l’extrémité C-ter du 
récepteur adrénergique a1bAR est aussi importante dans l’internalisation, toutefois elle 
n’implique pas de motif consensus tyrosine mais plutôt un segment de huit arginines (180, 193).  
D’autres récepteurs membranaires, non RCPG, possèdent aussi ce motif d’interaction avec AP-
2, c’est le cas du récepteur à la transferrine TfR qui régule l’import de fer à l’intérieur de la 
cellule (180). 
Un motif dileucine [DE]xxxL[LI] est aussi reconnu par les sous-unités a, s2 et 
possiblement b2 d’AP-2 (194). Ce motif est présent dans plusieurs RCPG dont les récepteurs 
aux chimiokines CXCR2 et CXCR4 ainsi que b2AR, et joue un rôle dans leur internalisation. 
Toutefois, il n’y a pas d’évidence que la liaison d’AP-2 au récepteur via ce motif soit suffisante 
pour permettre une internalisation indépendante de b-arrestine (194). 
2.5.4. Endocytose b-arrestine-indépendante et clathrine-indépendante 
L’internalisation peut se faire via des voies indépendantes de la clathrine : les cavéoles. 
Ces structures correspondent à des invaginations de la membrane plasmique (ou radeaux 
lipidiques) formées par les protéines cavéolines et cavins, et enrichies en glycosphingolipides et 
cholestérol (195). La scission de ces vésicules est dépendante de la dynamine. Dans le cas du 
récepteur à l’endothéline de type A (ETAR) par exemple, l’endocytose peut être clathrine-
dépendante, après phosphorylation du récepteur par GRK2 (196), ou bien cavéoles-dépendante 
(197). Une étude suggère aussi que l’oxydation du cholestérol membranaire pourrait contrôler 
le passage d’un mécanisme d’endocytose à l’autre (198). Plusieurs autres RCPG, comme b2AR 
(199), AT1R (200, 201), M2R (202, 203) et le récepteur à la dopamine D1R (204) peuvent aussi 
utiliser la voie des cavéoles et, dans la plupart des cas, les mécanismes gouvernant la sélection 
de la voie d’endocytose ne sont pas connus.  
2.6. Trafic intracellulaire des RCPG 
Une fois formées, les vésicules endocytiques sont déshabillées puis rapidement 
acheminées vers des organites spécialisés, appelés endosomes précoces, avec lesquels elles 
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fusionnent pour relarguer leur contenu. Les endosomes précoces représentent la porte d’entrée 
d’un réseau endocytique composé de différents compartiments membranaires qui permettent 
l’acheminement des protéines cargo soit vers les voies de dégradation lysosomales, soit vers les 
voies de recyclage. Une fois dans les endosomes précoces, les RCPG peuvent être 
déphosphorylés puis recyclés au niveau de la membrane plasmique, où ils seront à nouveau 
disponibles pour une activation par l’agoniste : c’est la resensibilisation (205). Alternativement, 
ils peuvent être adressés vers des voies de dégradation, ce qui conduit alors à une diminution de 
la quantité du récepteur en question dans la cellule et une régulation négative à long terme de 
son activité (205).  
Les vitesses d’internalisation, de recyclage ou de dégradation des RCPG varient d’un récepteur 
à l’autre ce qui laisse supposer l’existence de mécanismes de régulation distincts. Dans cette 
section, nous discuterons des connaissances actuelles concernant ces mécanismes de tri 
endosomal des RCPG.  
2.6.1. Phosphorylation des RCPG et interaction avec arrestine 
Les RCPG sont phosphorylés majoritairement sur les résidus Ser et Thr situés au niveau 
de leur boucle i3 et de leur extrémité C-ter. Cette phosphorylation favorise le recrutement des 
arrestines au récepteur, mais joue aussi un rôle dans la stabilité du complexe récepteur/arrestine 
et le devenir du récepteur suite à son internalisation. Les RCPG de classe B (section 2.5.2) sont 
phosphorylés au niveau de plusieurs résidus Ser/Thr regroupés à l’extrémité de leur queue C-
ter. Or, l’interaction d’arrestine avec le récepteur est médiée par une somme d’interactions de 
faible affinité à la fois au niveau de son senseur d’activation et de son senseur de 
phosphorylation. Ainsi, la multiplication des interactions élémentaires, comme dans le cas d’un 
récepteur présentant plusieurs phosphates, permet la formation d’un complexe plus affin et donc 
plus stable (109, 136).  
Les conséquences physiologiques de cette association prolongée avec arrestine sont variées. La 
plupart des récepteurs de classe B maintiennent leur interaction avec arrestine et sont adressés 
vers la voie de dégradation lysosomale après endocytose. Dans ce cas, le maintien du complexe 
arrestine/récepteur permet une activation plus soutenue des complexes protéiques activés par le 
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biais d’arrestine. Ces voies de signalisation arrestine-dépendantes seront développées 
ultérieurement (voir chapitre 3). Le récepteur V2R appartient à la classe B mais recycle 
lentement à la membrane après stimulation par son ligand. La stabilité du complexe 
V2R/arrestine au niveau des endosomes prévient le recrutement des phosphatases au récepteur, 
et le ralentissement de sa déphosphorylation inhibe le processus de recyclage du V2R (206). 
Pour preuve, les mutants non-phosphorylables du récepteur V2R au niveau des résidus Ser de 
l’extrémité de sa queue C-ter (S362A, S363A, ou S364A) présentent une meilleure efficacité de 
recyclage, sans que leur internalisation ne soit affectée (207). Dans le cas du FPR, le recrutement 
des arrestines n’est pas nécessaire à son internalisation, mais il semble essentiel à son recyclage 
(181).  
2.6.2. Endosome précoce : centre de triage des protéines cargo 
Les différentes voies d’internalisation des protéines cargo, et donc des RCPG, 
convergent vers les endosomes précoces. Ces endosomes constituent une station de tri où sont 
séparées les protéines destinées à être recyclées, de celles qui seront dégradées. Les endosomes 
précoces sont des compartiments pléomorphiques composés de régions tubulaires et de 
vésicules. Ces sous-domaines ont une importance fonctionnelle puisque les protéines destinées 
au recyclage se regroupent plutôt dans les régions tubulaires, alors que les zones vésiculaires 
contiennent majoritairement des protéines qui seront adressées aux voies de dégradation (208). 
À cause du pH légèrement acide de la lumière des endosomes précoces (pH = 6,3-6,8), la plupart 
des RCPG se dissocient de leurs ligands. 
Les protéines de la famille Rab (Ras-associated binding protein) sont associées aux 
différents compartiments membranaires du réseau endocytique. Ces Rab sont des petites 
GTPases qui recrutent de nombreux effecteurs permettant à la fois leur régulation et le 
déclenchement d’évènements de signalisation. Les protéines Rab4 et Rab5 sont spécifiquement 
localisées au niveau des endosomes précoces et participent réciproquement aux réactions de 
fusion des membranes des endosomes précoces (209) et à la formation des vésicules de 
recyclage (210). D’autres Rab : Rab10 (211), Rab14 (212), Rab21 (213), Rab22 (214), sont 
associées aux endosomes précoces mais leurs rôles sont moins clairement établis. Rab11 se 
retrouve au niveau des endosomes de recyclage et Rab7 au niveau des endosomes 
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tardifs/lysosomes (215). Dans de nombreuses études, les protéines Rab sont utilisées afin de 
permettre de suivre le trafic endocytique des RCPG, par exemple via des expériences de co-
localisation en microscopie, ou plus récemment, en permettant la mise au point de biosenseurs 
basés sur la technique de transfert d’énergie de bioluminescence (BRET) (216).  
Les mécanismes qui contrôlent l’adressage d’un RCPG vers les voies de recyclage ou de 
dégradation sont encore mal compris. Toutefois, le rôle de certains complexes protéiques dans 
le tri moléculaire des cargos a pu être mis à jour (217). Trois complexes majeurs ont été 
identifiés à ce jour: ESCRT (endosome sorting complex required for transport, (218)) et GASP 
(GPCR-associated sorting proteins, (219)) sont associés aux voies de dégradation lysosomale 
des récepteurs, alors que ASRT (actin/sorting nexin/ 27-retromer tubule, (220)) permet le 
recyclage vers la membrane plasmique. 
2.6.3. Adressage des RCPG vers les voies de dégradation 
Ubiquitination du RCPG et prise en charge par la machinerie ESCRT 
L’ubiquitination est une modification post-traductionnelle qui consiste en la liaison 
covalente d’une molécule d’ubiquitine sur un résidu Lys accepteur du substrat. Cette réaction 
est effectuée par les ubiquitine-ligases. L’ubiquitination des RCPG est régulée par l’agoniste ou 
non. Cependant, l’ubiquitination indépendante du ligand semble être impliquée plutôt dans le 
contrôle qualité du récepteur après synthèse protéique, son export à la membrane ou sa 
dégradation par le protéasome, que dans son trafic post-endocytique (221, 222) [Figure 14]. Les 
résidus Lys de n’importe quel domaine cytoplasmique des RCPG peuvent être ubiquitinés. Par 
exemple, le récepteur µOR est ubiquitiné principalement au niveau de deux Lys de la boucle i1, 
alors que les Lys de son extrémité C-ter ne sont pas modifiées (223). Dans le cas du récepteur 
b2AR, ce sont les Lys situées à la fois dans la boucle i3 et dans la queue C-ter qui sont 
ubiquitinées (224). Enfin, pour les récepteurs CXCR4 et PAR1, seulement les Lys C-ter sont 




Figure 14. Différents types d’ubiquitination des RCPG 
Adaptée de (227). 
Les RCPG sont potentiellement modifiés par différents types de conjugaison avec 
l’ubiquitine incluant : mono-ubiquitination, mono-ubiquitination multiple, poly-ubiquitination 
via la Lys48 ou via la Lys63. Ces différents types d’ubiquitination régulent différentes fonctions 
cellulaires : la dégradation par le protéasome et par le lysosome, la rétention à la surface de la 




L’importance de l’ubiquitination dans le trafic post-endocytique des RCPG a été mis en 
évidence pour la première fois dans les levures où l’ubiquitination des récepteurs Ste2 et Ste3 
entraînent leur adressage vers les vacuoles/lysosomes (228, 229). Le complexe ESCRT est 
impliqué dans cette fonction et reconnaît spécifiquement les protéines cargo ubiquitinées pour 
les diriger vers la voie de dégradation lysosomale. Ce complexe est fortement conservé au sein 
du règne eucaryote et se retrouve chez les levures, les protistes, les plantes et les cellules 
animales. Le complexe ESCRT-0 initie le processus de tri des protéines cargo (230). Un des 
composants majeurs de ce complexe, la protéine Hrs (hepatocyte-growth factor-regulated 
tyrosine kinase substrate) est recrutée aux endosomes précoces via son domaine à doigts de zinc, 
FYVE. FYVE permet à Hrs de se lier à PIP3 (Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate). Hrs 
possède un domaine d’interaction avec l’ubiquitine et avec la protéine Tsg101 du complexe 
ESCRT-I, localisé aux endosomes tardifs (ou corps multi-vésiculaires). Ces interactions 
permettent l’acheminement des protéines ubiquitinées vers la voie de dégradation lysosomale. 
Les complexes ESCRT-II et ESCRT-III sont ensuite recrutés de manière séquentielle et 
permettent la maturation des corps multi-vésiculaires et leur fusion avec les lysosomes (231) 
[Figure 15]. 
C’est pour le récepteur CXCR4 que le mécanisme d’adressage vers les lysosomes a été 
le mieux caractérisé. Dans un premier temps, l’E3-ligase AIP4 ubiquitine CXCR4 au niveau des 
lysines du motif de dégradation SSLKILSKGK, situé à l’extrémité de sa queue C-ter (225). Il 
est intéressant de noter que la mutation des résidus Ser en Ala au niveau de ce motif réduit 
l’ubiquitination du récepteur, suggérant un rôle potentiateur de la phosphorylation. Après 
internalisation, CXCR4, AIP4 et Hrs, colocalisent dans des sous-domaines vésiculaires au 
niveau des endosomes précoces (232). AIP4 ubiquitine alors Hrs, ce qui joue un rôle régulateur 
dans la prise en charge de CXCR4 par le complexe ESCRT-0. AIP4 est régulée négativement 
par la Ser/Thr kinase CISK, elle-même activée en aval de PI3K (233). Après ubiquitination, 
CXCR4 migre vers les endosomes tardifs. Finalement, l’activité AAA-ATPase de la protéine 
Vsp4 conduit au désassemblage du complexe ESCRT-III, étape nécessaire à la fusion des corps 






Figure 15. Dégradation lysosomale des RCPG 
Le paradigme de la dégradation lysosomale des RCPG fait intervenir l’ubiquitination et 
l’internalisation post-stimulation des récepteurs. Le récepteur ubiquitiné est ensuite reconnu par 
le complexe ESCRT-0/Hrs qui porte un motif de reconnaissance de l’ubiquitine (UIM) puis 
ESCRT-I et ESCRT-II qui contiennent des motifs de liaison à l’ubiquitine (UBD). Les RCPG 
sont déubiquitinés avant d’être dirigés vers les endosomes tardifs. Ce processus est contrôlé par 
les protéines CHMP4 et Vsp4 du complexe ESCRT-III.  Le récepteur PAR1 est dirigé vers le 
protéasome de manière indépendante de l’ubiquitine. La protéine ALIX lie le motif de 
dégradation YPxxxL du récepteur PAR1 et permet l’interaction du récepteur avec le motif 
ESCRT-III et sa dégradation lysosomale. PAR1 est ubiquitiné mais cette ubiquitination n’est 




Rôle d’arrestine dans l’ubiquitination des RCPG 
Le groupe de Robert Lefkowitz fut le premier à démontrer le lien entre l’ubiquitination 
du récepteur et sa dégradation. Shenoy et ses collègues montrent que la mutation de l’ensemble 
des résidus Lys du récepteur b2AR en Arg n’impacte pas l’internalisation du récepteur mais 
bloque sa régulation négative par dégradation (235). Dans cette étude, les auteurs montrent aussi 
que la stimulation du récepteur b2AR conduit à la fois à son ubiquitination et à celle de b-
arrestine. De plus, l’ubiquitination du récepteur requiert le recrutement d’arrestine puisqu’elle 
est perdue dans les MEF KO b-arrestine-1/2. Elle est restaurée par l’expression exogène de b-
arrestine-2 seulement, et pas b-arrestine-1, soulignant le rôle spécifique de cet isoforme. De 
manière intéressante, l’ubiquitination de b-arrestine-2 par Mdm2 (Mouse double minute 2 
homolog) est requise pour l’internalisation du récepteur mais pas pour sa dégradation, et Mdm2 
n’est pas responsable de l’ubiquitination de b2AR. Quelques années plus tard, ils identifient la 
protéine NEDD4 comme étant responsable de l’ubiquitination du récepteur b2AR et confirment 
le rôle de b-arrestine-2 comme protéine adaptatrice permettant son recrutement au récepteur 
(236).  
Machinerie GASP et dégradation des RCPG indépendante de l’ubiquitine 
L’ubiquitination est le signal majeur pour la dégradation lysosomale des RCPG. Il a été 
proposé que certains récepteurs soient dégradés indépendamment de leur ubiquitination. Par 
exemple, la forme non-ubiquitinable du récepteur dOR, où tous les résidus Lys sont mutés en 
Ala, est dégradée de la même manière que la forme sauvage après stimulation par l’agoniste 
(237). La dégradation de dOR fait intervenir la protéine GASP qui se lie au niveau de la queue 
C-ter des RCPG et permet la dégradation des récepteurs non-ubiquitinés, en facilitant leur 
interaction avec certains composants de la machinerie ESCRT, tels que Hrs et Vsp4. Il est 
suggéré dans la littérature que la protéine GASP en complexe avec le récepteur réduit sa mobilité 
latérale dans la membrane des endosomes précoces et inhibe ainsi sa migration vers les zones 
tubulaires qui présentent une durée vie assez courte, ce qui favorise un adressage vers les voies 
de dégradation plutôt que les voies de recyclage (238). 
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Il est intéressant de noter que GASP a été rapportée comme interagissant avec de nombreux 
RCPG (239), y compris des récepteurs dégradés via une voie dépendante de l’ubiquitination, et 
que le rôle de GASP dans la régulation de la dégradation des RCPG n’est certainement pas 
pleinement élucidé à ce jour (219, 240, 241).  
2.6.4. Adressage des RCPG vers les voies de recyclage 
Machinerie ASRT et recyclage des RCPG 
Le recyclage des RCPG est médié par une population spécifique de microdomaines 
tubulaires des endosomes qui diffèrent des tubules de transport « en vrac » (ou « bulk flow »). 
Ces microdomaines sont caractérisés par la présence du complexe ASRT [Figure 16]. 
L’interaction des RCPG avec le complexe ASRT dépend de la présence d’un motif ligand PDZ 
C-ter de type I (x[S/T]xØ), de type II (xØxØ), ou de type III (x[D/E]xØ) (238). La baisse de 
l’expression d’un des trois composants du complexe ASRT ou la mutation du domaine ligand 
PDZ est suffisante pour inhiber le recyclage des récepteurs b1AR, b2AR, dOR ou PTHR (219, 
242, 243). 
Le mécanisme par lequel les RCPG sont exclus des tubules de transport en vrac reste encore 
incertain. Les données actuelles montrent que la diffusion latérale du récepteur b2AR au sein 
des endosomes est restreinte, or les tubules de transport « en vrac » présentent un taux de fission 
très rapide. L’actine des domaines ASRT stabilise et ralentit la fission de ces microdomaines, 
ce qui pourrait laisser le temps nécessaire aux récepteurs pour diffuser puis s’accumuler dans 
ces régions via leur interaction avec le complexe (244). Toutefois, ce modèle doit encore être 




Figure 16. Recyclage des RCPG 
Après internalisation, les récepteurs sont dirigés vers les endosomes précoces pour le tri 
endosomal. Les RCPG qui contiennent un motif de liaison PDZ sur leur C-ter sont reconnus par 
les protéines du complexe ASRT, telle que SNX27. Après le tri, les récepteurs sont regroupés 
dans les tubules de recyclage et transportés vers la membrane plasmique. Au contraire, les 
RCPG marqués pour la dégradation sont envoyés vers les corps multi-vésiculaires. Le récepteur 
à l’hormone parathyroïdienne, PTHR, peut suivre trois voies de recyclage : (1) le recyclage 
médié par le complexe ASRT (en vert), (2) le recyclage indépendant du complexe ASRT (en 
bleu), (3) le transport rétrograde vers le réseau trans-golgien (en rouge). Adaptée de (245). 
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2.7. Modifications post-transcriptionnelles et modulation du 
trafic des RCPG  
Les RCPG subissent plusieurs modifications post-transcriptionnelles qui influencent leur prise 
en charge par les machineries d’internalisation et de tri post-endocytiques. Parmi ces 
modifications, se retrouvent principalement : la phosphorylation, l’ubiquitination, la 
SUMOylation et la nitrosylation.  
2.7.1. Modifications post-transcriptionnelles des RCPG 
Phosphorylation 
La phosphorylation du récepteur est bien connue pour permettre l’engagement 
d’arrestines et des voies d’endocytose, comme discuté dans les sections 2.4.1 et 2.5.1. Des 
données dans la littérature suggèrent que cette phosphorylation joue aussi un rôle dans les 
évènements plus tardifs du trafic intracellulaire du récepteur, soit en facilitant l’ajout de 
modifications post-transcriptionnelles additionnelles, soit en modulant l’interaction des 
récepteurs avec des protéines de tri endosomal. Par exemple, les protéines E3-ligases 
reconnaissent préférentiellement les substrats phosphorylés, donc la phosphorylation des RCPG 
participe au contrôle de leur adressage vers les lysosomes. Ainsi, la mutation de certains sites 
de phosphorylation potentiels sur les récepteurs Ste2 (246) ou CXCR4 (225) inhibe l’adressage 
de ces récepteurs vers les vacuoles/lysosomes en réduisant leur ubiquitination.  
D’autre part, la déphosphorylation du récepteur est une étape critique dans le processus 
de recyclage et de resensibilisation (247). Les phosphatases spécifiques à certains RCPG ont été 
identifiées. Toutefois notre compréhension de la régulation du trafic et de la signalisation des 
récepteurs par ces protéines reste limitée. Les premiers travaux sur le récepteur b2AR, ont établi 
un modèle selon lequel la déphosphorylation du récepteur par les phosphatases de la famille de 
la protéine phosphatase 2A (PP2A), essentielle à la resensibilisation, aurait lieu lors de 
l’internalisation du récepteur dans les endosomes (248). Toutefois, des données plus récentes 
démontrent une déphosphorylation des sites GRK à la membrane plasmique alors que la 
déphosphorylation des sites PKA nécessite l’internalisation du récepteur (249). De la même 
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manière, certains sites du récepteur à la somatostatine sont déphosphorylés à la membrane alors 
que d’autres ne le sont qu’après internalisation, ce qui suggère l’implication de différentes 
phosphatases (250). Hinkle et ses collègues proposent que l’internalisation du récepteur et la 
dissociation du ligand dans les endosomes précoces permettent un retour à l’état inactif du 
récepteur entraînant une diminution de son affinité pour arrestine. La dissociation du complexe 
arrestine/récepteur qui s’ensuit pourrait faciliter l’accès des phosphatases à certains sites 
phosphorylés auparavant inaccessibles (251).  
Ubiquitination 
L’ubiquitination est le signal majeur de dégradation des RCPG et l’ubiquitine agit 
comme molécule d’adressage vers le lysosome (voir section 2.6.3). Il est intéressant de noter 
que l’ubiquitination des récepteurs est dynamique et contrebalancée par les déubiquitinases 
(DUB). Une déubiquitination dépendante de la stimulation par l’agoniste a été démontrée pour 
quelques RCPG. Par exemple, la diminution de l’expression des DUB USP20 et USP33 par des 
ARN interférents augmente l’ubiquitination et la dégradation lysosomale de b2AR induite par 
le ligand (252). Ces DUB possèdent une grande sélectivité (253). Par exemple, USP4 
déubiquitine a2AR (254) et augmente son expression de surface mais n’affecte pas 
l’ubiquitination de b2AR (252). Au vu de ces résultats, Berthouze et ses collègues proposent 
que le recyclage rapide depuis les endosomes précoces implique seulement la déphosphorylation 
de récepteurs non-ubiquitinés alors que le recyclage plus lent des récepteurs ubiquitinés est 
contrôlé conjointement par les DUB et les phosphatases. Ainsi, les DUB servent de 
commutateurs entre les voies de recyclage et de resensibilisation, ou les voies de dégradation et 
de désensibilisation à long-terme des RCPG (252). 
SUMOylation  
La SUMOylation est une modification post-transcritpionnelle voisine de l’ubiquitination 
(255). L’attachement du groupe SUMO à un résidu Lys est effectué par un cascade enzymatique 
comprenant SUMO E1, E2 (Ubc9) et E3. 
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Quelques études ont montré la SUMOylation des RCPG, toutefois l’importance de cette 
modification post-transcriptionnelle sur la modulation du trafic des récepteurs est encore peu 
connue. Par exemple, le récepteur 5-HT1A est SUMOylé de manière agoniste-dépendante et la 
forme SUMO1-5-HT1A est inactive et localisée majoritairement au niveau des endosomes. Les 
auteurs proposent donc que la SUMOylation puisse jouer un rôle dans la désensibilisation et 
peut-être l’endocytose du récepteur 5-HT1A (256).  
Les données de la littérature rapportent la SUMOylation d’au moins deux autres RCPG : 
le récepteur cannabinoïde CB1 (257) et mGluR8 (258). Contrairement au récepteur 5-HT1A, la 
stimulation de CB1 par l’agoniste semble diminuer sa SUMOylation. Pour mGLuR8, comme 
pour CB1, la fonction physiologique de cette SUMOylation reste inconnue.  
Palmitoylation 
La palmitoylation consiste en l’ajout d'un acide gras, souvent l'acide palmitique, sur un 
résidu Cys, Ser ou Thr d’une protéine membranaire. Cette modification covalente augmente 
l’hydrophobicité des protéines et contribue à leur association à la membrane plasmique. Elle 
participe aussi à la localisation et le trafic subcellulaire des protéines (259, 260).  
La palmitoylation du récepteur à la rhodopsine, puis de b2AR, ont été rapportées dès les 
années 80 (38, 261). Les études démontrent que la palmitoylation des RCPG au niveau de la 
queue cytoplasmique permet la création d’un point d’ancrage dans la membrane après la boucle 
i3, formant ainsi une quatrième boucle intracellulaire (27, 262). 
Les travaux menés par Mark Wheatley et Michel Bouvier montrent que la palmitoylation 
des récepteurs joue aussi un rôle dans leur internalisation et leur signalisation. Le récepteur 
V1AR est palmitoylé sur les résidus Cys371/372 en réponse à l’agoniste et cette modification 
diminue la phosphorylation du récepteur et augmente son internalisation (263). De la même 
manière, la palmitoylation de V2R sur les Cys341/342 augmente le recrutement d’arrestine au 
récepteur et donc son internalisation, ainsi que l’activation des voies dépendantes d’arrestine, 
telle que la stimulation de ERK1/2 (264). Enfin, la forme non palmitoylée du récepteur b2AR 
présente une activation réduite de l’adénylate cyclase (38). Tous ces résultats mettent donc en 
évidence le rôle de la palmitoylation dans la régulation des RCPG.  
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2.7.2. Modifications post-transcriptionnelles des arrestines  
Les arrestines, tout comme les RCPG, subissent diverses modifications post-
transcriptionnelles qui vont influencer leur interaction avec les RCPG et avec d’autres protéines 
accessoires.  Nous nous intéresserons ici aux modifications post-transcriptionnelles qui affectent 
le trafic intracellulaire des récepteurs.  
Phosphorylation 
La phosphorylation joue un rôle majeur dans la régulation de la signalisation et du trafic 
intracellulaire des RCPG, et elle peut avoir lieu soit directement sur le récepteur soit sur un 
interacteur. Deux études publiées en 1997 (265) et 2002 (266) par l’équipe de Robert Lefkowitz 
montrent que les b-arrestines sont phosphorylées à l’état basal. La stimulation du récepteur 
b2AR favorise leur déphosphorylation, qui touche plus particulièrement la sous-population de 
b-arrestines qui colocalise avec le récepteur à la membrane plasmique (265). Les sites de 
phosphorylation et les kinases ne sont pas conservés entre b-arrestine-1 et b-arrestine-2. b-
arrestine-1 est phosphorylée sur la Ser412 par les kinases ERK1/2 (extracellular signal-regulated 
kinases 1/2) (265, 267). b-arrestine-2 est phosphorylée sur la Thr383 par la caséine kinase de 
type II (CKII) et sur la Ser361 par une kinase inconnue (266). En utilisant le mutant non-
phosphorylable b-arrestine-1-S412A ou phosphomimétique S412D, les auteurs montrent que le 
recrutement d’arrestine au récepteur ainsi que la désensibilisation de ce dernier, ne sont pas 
dépendants du statut de phosphorylation de l’arrestine. En revanche, le mutant S412A favorise 
la formation du complexe arrestine/clathrine ainsi que l’internalisation du récepteur (265). Des 
résultats similaires ont été obtenus en mutant les sites de phosphorylation de b-arrestine-2 (266). 
Toutefois, une étude ultérieure, bien qu’ayant confirmé la phosphorylation de b-arrestine-2 sur 
la Thr383 par CKII, n’a pas confirmé l’impact de cette phosphorylation sur la formation du 
complexe arrestine/clathrine (268).  
Une autre étude, publiée par le laboratoire de Stéphane Laporte, rapporte un nouveau 
mécanisme de régulation de la dynamique d’interaction du complexe récepteur/b-arrestine-2 au 
niveau des endosomes. Cette modulation est médiée par la phosphorylation du résidu Thr178 
de b-arrestine-2 par ERK1/2 qui stabilise le complexe arrestine/récepteur et inhibe le recyclage 
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de ce dernier à la membrane plasmique. Toutefois, le site Thr178 est présent uniquement dans 
la protéine b-arrestine-2 de rat et n’est pas conservé dans la forme humaine. Notons que les deux 
mutants phosphomimétiques b-arrestine-2-T178D et K178D (forme de rat et humaine, 
respectivement) altèrent de manière similaire le trafic des récepteurs.  
Ces deux études montrent que la voie ERK1/2, une des voies de signalisation majeures 
en aval des RCPG, permet l’activation de boucles de rétroaction qui modulent le trafic et donc 
l’activité signalétique des RCPG. 
Ubiquitination 
Comme nous l’avons énoncé dans la section 2.6.3, les arrestines jouent un rôle 
prépondérant dans le cycle d’ubiquitination et déubiquitination des RCPG en servant de 
plateforme à la fois aux E3-ligases et aux DUB des RCPG. Les arrestines contrôlent ainsi la 
vitesse de dégradation ou de recyclage des récepteurs.  
L’ubiquitination d’arrestine par l’E3-ligase Mdm2 favorise l’internalisation de b2AR 
activée par son ligand (235). De manière intéressante, les sites ubiquitinés sur arrestine varient 
selon le récepteur activé et pourraient donc activer des fonctions physiologiques différentes 
(269, 270). En revanche, le même schéma d’ubiquitination semble être partagé entre les 
récepteurs de classe A et les récepteurs de classe B. Les arrestines engagées aux récepteurs de 
classe A, capables de recycler à la membrane plasmique, sont ubiquitinées de manière 
transitoire, contrairement aux arrestines en complexe avec les récepteurs de classe B dirigés vers 
les voies de dégradation lysosomales, dont l’ubiquitination est plus soutenue (269, 270). Cette 
ubiquitination soutenue semble aussi favoriser la formation de signalosomes au niveau des 
arrestines, qui engagent par exemple des composants de la voie ERK1/2 (269). Cet aspect sera 
discuté plus longuement dans la section 3.3.2. 
SUMOylation 
En 2010, le groupe d’Adriano Marchese démontre pour la première fois la SUMOylation 
de b-arrestine-2 sur les résidus K295 et K400 (271). La SUMOylation du site majeur, K400, est 
activée par la stimulation du récepteur b2AR. Les auteurs émettent l’hypothèse que le 
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changement de conformation de l’arrestine lors de sa fixation au récepteur activé permet 
d’exposer le résidu K400 de la queue C-ter à l’enzyme Ubc9. L’inhibition de la SUMOylation 
d’arrestine, par mutagénèse dirigée ou par baisse de l’expression d’Ubc9, bloque 
l’internalisation des récepteurs AT1R et b2AR. Les auteurs soulignent que cette inhibition ne 
correspond pas à une baisse du recrutement d’arrestine au récepteur mais plutôt à une dimunition 
de son interaction avec un des composant de la machinerie endocytique : AP-2. Cette étude 
démontre pour la première fois un rôle de la SUMOylation dans le contrôle du trafic des RCPG.  
S-nitrosylation 
L’oxyde nitrique (NO) participe à la S-nitrosylation des résidus Cys des protéines cibles 
en convertissant le groupement thiol en S-nitrosothiols (S-NO) (272). Le temps de demi-vie du 
NO est très faible et il est synthétisé par les NO synthases (NOS).  
Les travaux menés par Jonathan Stamler montrent que b-arrestine-2 est S-nitrosylée sur 
le résidu Cys410 après stimulation du récepteur b2AR, ce qui n’est pas le cas de b-arrestine-1 
(273). Cette S-nitrosylation entraîne le découplage du complexe eNOS/arrestine et favorise la 
liaison d’arrestine à AP-2 et clathrine, ce qui promeut l’internalisation de b2AR. Après 
stimulation, b-arrestine-2 est rapidement dénitrosylée. Il est intéressant de noter que dans ce 
processus, b-arrestine-2 sert aussi de protéine d’échafaudage pour l’enzyme eNOS activée par 
b2AR (273) et facilite la S-nitrosylation d’autres substrats tels que GRK2 (274) et la dynamine 
(275). Ainsi, eNOS pourrait permettre la coordination de la régulation de trois éléments majeurs 
dans l’internalisation et le trafic des RCPG : les GRK, les arrestines et la dynamine.  
Précédemment, nous avons discuté du modèle proposé par Robert Lefkowitz où la 
déphosphorylation de la Ser412 de b-arrestine-1 est pré-requise pour permettre l’interaction de 
b-arrestine-1 avec la clathrine et l’internalisation du récepteur activé. Or, ce site de 
phosphorylation n’est pas conservé dans b-arrestine-2. Ozawa et ses collègues proposent que la 
S-nitrosylation de b-arrestine-2 sur Cys410, qui favorise la formation du complexe 




3. Les arrestines : acteurs de la signalisation des RCPG 
Historiquement, les arrestines ont été découvertes comme les protéines permettant l’arrêt 
de la signalisation par les RCPG. L’internalisation des récepteurs était considérée uniquement 
comme un moyen de recycler ou au contraire de désensibiliser à long-terme les RCPG. Depuis 
quelques années, les données expérimentales s’accumulent et démontrent l’importance des 
arrestines dans l’initiation d’une signalisation post-endocytique des récepteurs. La diversité des 
profils de signalisation intracellulaire des récepteurs apporte un niveau de complexité 
supplémentaire à l’étude de la pharmacologie des RCPG. 
3.1. b-arrestine : protéine d’échafaudage pour l’activation 
des voies de signalisation en aval des RCPG 
Les arrestines ont d’abord été décrites comme des protéines adaptatrices dans le cadre 
de la désensibilisation et de l’internalisation des RCPG activés. Puis en 1999, l’équipe de Robert 
Lefkowitz publie la première étude mettant en évidence le rôle d’arrestine dans l’initiation d’une 
deuxième vague de signalisation (276). Dans cette étude, les auteurs démontrent la formation 
d’un complexe entre le récepteur activé et Src, formé grâce à b-arrestine-1 qui agit comme une 
plateforme d’interaction. Dans les années qui suivent, des expériences de double-hybrides en 
levure et de protéomique mettent en évidence un large interactome pour les b-arrestines et 
ouvrent la voie à l’étude de nouveaux signalosomes reliant les RCPG à des effecteurs 
indépendants des protéines G (277-280).  
3.1.1. Activation des kinases de la famille Src 
Src appartient à une famille de neuf non-récepteurs tyrosine-kinases impliqués dans le 
contrôle de la prolifération cellulaire, de la survie, de l’adhésion, du réarrangement du 
cytosquelette et du trafic vésiculaire. Ces kinases sont activées par des récepteurs membranaires. 
C’est l’observation de la relocalisation de Src à la membrane plasmique lors du recrutement de 
b-arrestine au récepteur activé, qui a mis en évidence un nouveau mécanisme de régulation par 
les RCPG des voies de signalisation des facteurs de croissance.  
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Description de la famille Src 
Les kinases de la famille Src partagent une architecture moléculaire semblable avec un 
domaine N-ter variable, suivi des domaines SH3 (Src homology 3) et SH2 qui régulent l’activité 
et l’interaction de Src avec ses partenaires, puis un domaine kinase SH1 et enfin un domaine 
régulateur C-ter. Les protéines de la famille Src sont cytosoliques et leur activité est régulée via 
leur recrutement à la membrane plasmique. Src interagit principalement avec le N-domaine 
d’arrestine via les trois motifs de liaison riches en prolines (PxxP) de son domaine SH3. La 
mutation de ces motifs est suffisante pour inhiber le recrutement de Src et agit comme dominant 
négatif de l’activation de ERK1/2 par le récepteur b2AR (276). 
Interaction b-arrestine/Src 
Des études de co-immunoprécipitation montrent que l’association de Src avec b-
arrestine-1 et son recrutement au récepteur sont agoniste-dépendants (276, 281). Le complexe 
récepteur/arrestine/Src se forme à la membrane plasmique et cela ne nécessite pas 
l’internalisation du récepteur (276). Le complexe est régulé par la phosphorylation par ERK1/2 
de b-arrestine-2 au niveau de la Ser412. L’utilisation d’un mutant phosphomimétique S412D 
bloque la formation du complexe arrestine/Src, alors que le mutant non-phosphorylable S412A 
n’a pas d’effet (276). Ainsi, la déphosphorylation d’arrestine induite par le ligand pourrait 
fournir un mécanisme de régulation de l’activation de Src par les RCPG (266). 
Rôles fonctionnels du complexe arrestine/Src 
Les protéines de la famille Src sont impliquées dans la voie de prolifération cellulaire 
Ras/MAPK (282). Cette voie, induite par les RTK, a été largement étudiée pour son rôle dans 
l’oncogenèse (283). Src est aussi impliquée dans d’autres processus tels que la survie cellulaire, 
l’adhésion cellulaire, le réarrangement du cytosquelette ainsi que le trafic vésiculaire (284). Les 
RCPG activent Src via différents modes : protéines G, transactivation des RTK et arrestine.  
Tout comme pour ERK, l’activation de Src par arrestine semble permettre un contrôle spatio-
temporel de son activité kinase ainsi qu’une activation ciblée de certains substrats 
cytoplasmiques (voir section 3.1.2 pour plus de détails). Le complexe arrestine/Src permet la 
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régulation des protéines impliquées dans le contrôle de l’endocytose des RCPG : GRK2, 
dynamine et AP-2. Ce complexe régule aussi les kinases d’adhésion focale (FAK, Pyk2 et 
paxilline) modulant ainsi la dynamique du cytosquelette et la migration cellulaire (285). 
3.1.2. Voie ERK/MAPK 
La dualité de fonction des arrestines est parfaitement illustrée dans l’étude menée par 
Tohgo et ses collègues qui montre que la surexpression de b-arrestine-1 ou b-arrestine-2 
entraîne une diminution de la production d’inositol-phosphate suite à la stimulation d’AT1R. 
Ces résultats s’expliquent par une accélération du découplage de la protéine Gq, alors que 
l’activation de ERK1/2 est potentialisée (286). Les arrestines participent donc à la fois à la 
désensibilisation du récepteur et à l’activation d’une signalisation indépendante des protéines 
G. 
Description de la voie ERK/MAPK 
La famille MAPK regroupe un ensemble de Ser/Thr kinases impliquées majoritairement 
dans la transduction de signaux extracellulaires régulant la croissance cellulaire, la division, la 
différentiation et l’apoptose. Les cellules de mammifères expriment trois MAPK : ERK1/2, 
JNK/SAPK (c-Jun N-terminal kinase/Stress-activated protein kinase) et p38/HOG1 [Figure 17]. 
La voie des MAPK est organisée en une cascade de phosphorylations activatrices. Dans la voie 
ERK/MAPK : cRaf-1, B-Raf et A-Raf activent par phosphorylation MEK1/2 (MAPK/ERK 
kinase 1/2) qui activent alors ERK1/2. Une fois activées, ERK1/2 phosphorylent de nombreux 
substrats qui peuvent être membranaires, cytoplasmiques ou encore nucléaires. Dans de 
nombreux cas, l’activation des MAPK est facilitée par des protéines d’échafaudage qui facilitent 
l’engagement de la cascade de phosphorylation, tout en permettant de cibler un compartiment 
cellulaire spécifique. Les arrestines font partie de ces protéines d’échafaudage qui permettent 




Figure 17. Cascades MAPK 
Représentation des trois principales cascades MAPKKK-MAPKK-MAPK chez les 





L’engagement par b-arrestine-2 des trois composants de la cascade : c-Raf/MEK1/ERK2 
après stimulation d’AT1R est initialement démontrée par co-immunoprécipitation (287). Des 
travaux ultérieurs montrent la liaison de c-Raf, MEK1 et ERK2 aux quatre sous-types 
d’arrestines sur leurs N-domaines ou C-domaines, sans que les sites d’interaction ne soient 
précisément cartographiés (288, 289). L’utilisation de mutants de conformation des arrestines 
qui imitent la conformation libre, couplée au récepteur ou associée aux microtubules, met en 
évidence une affinité plus forte de ERK1/2 pour la forme d’arrestine couplée au récepteur ou 
aux microtubules que pour sa forme libre. Raf présente le même biais dans son affinité bien que 
la différence soit moins marquée, alors que MEK1 a une affinité équivalente pour les trois 
formes d’arrestines (288). Ainsi, le recrutement d’arrestine aux récepteurs facilite l’activation 
de la voie ERK/MAPK. Au contraire, à l’état basal, arrestine associée aux microtubules se lie 
préférentiellement à ERK et Raf, mais pas à MEK, ce qui permet de modérer le niveau basal 
d’activation de la voie (290, 291). ERK1/2 activées et liées aux arrestines sont aussi protégées 
de l’inactivation par les phosphatases, ce qui permet une activation plus soutenue de la voie 
(292).  
Contrôle temporel et spatial de l’activation de ERK1/2 
Dans la cellule, de nombreuses voies de signalisation convergent vers l’activation de 
ERK1/2, et sont engagées suite à l’activation des RCPG ou des RTK. Bien que l’activation de 
ERK1/2 par les RCPG puisse varier en fonction du type cellulaire et du récepteur, il est 
généralement admis que les protéines G et les arrestines participent à celle-ci (293). La 
contribution de chacune de ces voies à l’activation de ERK1/2 par AT1R a été élégamment 
démontrée à l’aide d’ARN interférents, d’inhibiteurs pharmacologiques, de récepteurs mutants 
incapables d’engager les protéines G et de ligands sélectifs pour l’activation des voies 
dépendantes d’arrestines (294, 295). Lors de la baisse de l’expression de b-arrestine-2, 
l’activation de ERK1/2 par AT1R devient transitoire et sensible à l’inhibition de la PKC 
indiquant une activation médiée par l’axe Gq/11-PLCb-PKC. Réciproquement, l’inhibition de 
PKC bloque le pic initial d’activation de ERK1/2, mais ne bloque pas la phase plus tardive. De 
la même manière, l’utilisation du mutant AT1R-DRY/AAY ou du ligand [Sar1-Ile4-Ile8]-AngII, 
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qui ne permettent pas le couplage avec Gq, conduit à une activation tardive et soutenue de 
ERK1/2 insensible à l’inhibiteur de PKC, mais qui est abolie par l’utilisation d’un ARNi dirigé 
contre b-arrestine-2. Ainsi, la voie qui mène à l’activation de ERK1/2 dicte la cinétique 
d’activation de cette kinase.  
La formation du complexe de signalisation, ou signalosome, au niveau des arrestines 
permet aussi de contrôler la distribution subcellulaire de la forme activée des ERK1/2. De 
manière classique, une fois activé par les RTK ou les protéines, les kinases ERK1/2 migrent 
dans le noyau où elles activent des facteurs de transcription, tel que Elk1. En revanche, 
lorsqu’elles sont activées par arrestine, ERK1/2 restent piégées au niveau du signalosome, au 
moins pour les récepteurs de classe B qui forment un complexe stable. Leur translocation au 
noyau est donc retardée, ce qui favorise la phosphorylation de cibles cytoplasmiques (287). Par 
exemple, après activation du récepteur PAR2, il est estimé que 75-80% du réservoir de ERK1/2 
activées reste associé au complexe PAR2/arrestine (296). Ainsi, la voie qui mène à l’activation 
de ERK1/2 dicte aussi l’activité spatiale de la kinase. 
Cibles nucléaires ou cibles membranaires et cytoplasmiques de ERK1/2 
Les arrestines sont au centre du contrôle spatio-temporel de l’activité de ERK1/2 et 
permettent une régulation de l’activité transcritpionnelle et proliférative de la cellule. Par 
exemple, l’activation de ERK par le récepteur PAR2 est majoritairement dépendante des 
arrestines ; en conséquence elle ne permet pas l’activation des facteurs de transcription 
nucléaires et donc de la prolifération cellulaire. En revanche, le mutant de phosphorylation 
PAR2-ST363/366A, qui montre une baisse de sa désensibilisation et de son internalisation due 
à un défaut de recrutement d’arrestine, active ERK1/2 majoritairement via les protéines G ce 
qui entraîne une augmentation de la prolifération cellulaire (296). Cet effet est moins prononcé 
pour les récepteurs de classe A qui se dissocient rapidement d’arrestine lors de l’endocytose, et 
permettent donc la translocation de ERK1/2 dans le noyau. Ainsi, lors de la stimulation du 
récepteur chimérique V2b2AR8, qui se comporte comme un récepteur de classe A, la proportion 
                                                
8 Récepteur V2R dans lequel la queue C-ter a été tronquée et remplacée par celle du  b2AR 
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de ERK1/2 activées qui migre vers le noyau est plus importante qu’avec V2Rwt, ce qui entraîne 
une augmentation significative de la prolifération cellulaire (297).  
La forme activée de ERK1/2 liée à arrestine joue un rôle dans la désensibilisation des 
RCPG, le réarrangement du cytosquelette et la traduction des protéines. Plusieurs mécanismes 
de régulation par ERK de la désensibilisation des RCPG ont été mis à jour. Premièrement, la 
phosphorylation de GRK2 par ERK1/2 sur la Ser670 est favorisée par arrestine et augmente la 
vitesse de dégradation de GRK2, réduisant ainsi son activité (298, 299). Deuxièmement, la 
phosphorylation de b-arrestine-1 par ERK1/2 sur la Ser412 inhibe l’internalisation du récepteur 
et bloque son interaction avec c-Src (voir section 2.7.2). Ces deux mécanismes constituent une 
boucle de régulation négative de l’activation de ERK1/2 via le signalosome arrestine.  
Arrestine joue aussi un rôle dans la chimiotaxie, processus par lequel une cellule se 
déplace en fonction du gradient de concentration d’une molécule donnée. Cette chimiotaxie 
implique la formation d’un pseudopodium qui se déplace dans la direction du gradient et qui 
nécessite à la fois la polymérisation de F-actine et la force contractile des filaments d’actine-
myosine. Plusieurs études démontrent le rôle de l’activation de ERK1/2 au niveau du bord 
d’attaque de la cellule dans le contrôle de la chimiotaxie induite par les RCPG. ERK1/2 
phosphorylent directement des acteurs de la réorganisation de l’actine, tels que les protéines 
Wave/Scar (300), les chaînes légères de myosines (301), des protéines de la matrice 
extracellulaire (302) ou des effecteurs des RhoA-GTPases. Ces évènements participent à 
l’assemblage localisé de l’actine et à l’extension du pseudopodium. L’importance du complexe 
récepteur/arrestine/ERK a été soulignée dans plusieurs études. Par exemple, les splenocytes 
(globules blancs présents au niveau de la rate) répondent à un gradient de CXCL12 lorsqu’ils 
sont mobilisés au niveau d’un site d’inflammation. Cette réponse, médiée par le récepteur 
CXCR4, est fortement diminuée dans des MEF extraites de souris KO pour b-arrestine-2 (303). 
De la même manière, la réponse chimiotaxique des cellules de cancer du sein MDA, médiée par 
PAR2, requiert l’activation du complexe PAR2/arrestine/ERK pour le réarrangement du réseau 
d’actine au niveau du pseudopodium (304, 305).  
Enfin, le complexe arrestine/ERK joue un rôle dans la traduction des protéines en 
phosphorylant des protéines telles que RSK1/2 (p90 Ribosomal S6 Kinase 1/2) (306, 307) et 
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Mnk1 (MAP kinase-interacting kinase 1), qui régulent le complexe d’initiation de la traduction 
(308). De manière intéressante, une étude publiée par Strachan et al. (309) rapporte que la 
phosphorylation du récepteur 5-HT2A par RSK2 inhibe la réponse du récepteur (mobilisation du 
Ca2+) suite à l’activation par son ligand. Cette étude suggère l’existence d’une voie de 
rétrocontrôle des RCPG par ERK, médiée par RSK. Toutefois, le mécanisme sous-jacent n’a 
pas été déterminé. 
3.1.3. Voie JNK/MAPK 
Interaction b-arrestine/Ask1-MKK4-JNK3 
Dans le cas de la voie Ask1-MKK4-JNK3, les quatre sous-types d’arrestines, quel que 
soit leur état conformationnel, lient de manière équivalente les trois composants de la voie, et 
permettent une relocalisation de JNK du noyau vers le cytoplasme (310). En revanche, seule b-
arrestine-2 active efficacement JNK (311, 312). Les résultats initiaux de McDonald et ses 
collègues (313) démontrent que b-arrestine-2 se lie directement à ASK1 et JNK3, alors que 
MKK4 est recruté au complexe via son interaction avec les deux kinases mais pas arrestine. Ces 
données ont ensuite été remises en question dans plusieurs études qui ont démontré une 
interaction directe des trois composants de la cascade avec b-arrestine-2 (288, 314).  
b-arrestine-2 présente une affinité plus forte pour Ask1 et JNK3 que les autres sous-
types d’arrestines. La liaison de ces deux composants à b-arrestine-2 augmente l’affinité de 
MKK4. Cette différence entre les isoformes expliquerait pourquoi seule b-arrestine-2 active 
efficacement la voie (314, 315). L’étude publiée par Breitman et ses collègues (315) souligne 
aussi l’importance d’une orientation optimale des kinases dans le complexe avec arrestine pour 
faciliter l’activation de JNK3. Or, cette orientation pourrait varier selon les isoformes d’arrestine 
et n’être optimale qu’avec b-arrestine-2.  
Finalement, JNK3 phosphorylé et activé suite à la stimulation du récepteur b2AR, 
colocalise avec b-arrestine-2 au niveau de vésicules cytoplasmiques, montrant que l’activation 
de cette voie est subséquente à l’internalisation des RCPG (313).  
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Activation de JNK1 et JNK2 
JNK1 et JNK2 sont exprimés de manière ubiquitaire, contrairement à JNK3 qui est 
principalement exprimé dans les neurones, le cœur et les testicules (316). Étant donné le fort 
niveau de conservation entre les différents isoformes de JNK, la question de l’activation de 
JNK1 et JNK2 par b-arrestine-2 a rapidement été soulevée. Des expériences de liaison in vitro, 
utilisant des protéines purifiées, démontrent la liaison de JNK2 à b-arrestine-2 avec une affinité 
identique à JNK3, et celle de JNK1 avec une affinité plus faible (317). Dans cette même étude, 
les auteurs montrent que l’activation de JNK1/2 par Ask1, MKK4 et MKK7 augmente avec 
l’expression de b-arrestine-2. Toutefois, ce phénomène est bi-phasique et une forte expression 
d’arrestine conduit à une diminution de l’activation de JNK1/2 (317). L’ensemble de leurs 
résultats démontre que b-arrestine-2 active JNK1, JNK2 et JNK3 et régule positivement ou 
négativement cette activation dans un grand nombre de types cellulaires.  
Rôles fonctionnels du complexe arrestine/JNK 
La manière dont arrestine influence les rôles cellulaires des kinases JNK reste encore 
peu connue. Les protéines de la famille JNK régulent de nombreux processus essentiels dont la 
mort et la survie cellulaire (318). En particulier, l’activation de JNK3 joue un rôle central dans 
l’activation de la mort cellulaire et est impliquée dans plusieurs pathologies neurodégénératives 
(319-321), suggérant que son inhibition pourrait représenter une cible thérapeutique d’intérêt. 
L’utilisation de protéines d’échafaudage mutantes, telle qu’arrestine, pourrait permettre 
d’inhiber l’activation de JNK ou encore de forcer sa relocalisation subcellulaire dans un 
compartiment donné de la cellule (322) et ainsi d’étudier plus précisément son rôle dans le 
développement de ces pathologies.  
3.1.4. Voie PI3K/Akt 
Description de la voie PI3K/Akt 
La voie PI3K/Akt joue un rôle central dans la régulation du cycle cellulaire et est 
directement impliquée dans l’homéostasie cellulaire (323). Cette voie est activée par des 
récepteurs membranaires (RTK ou RCPG), et une mutation activatrice d’un des ses composants 
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peut favoriser le développement tumoral. La kinase PI3K se compose d’une sous-unité 
catalytique p110 et d’une sous-unité régulatrice p85. PI3K phosphoryle les phosphoinositides 
membranaires et conduit à la formation de PIP3. PIP3 sert alors de ligand pour recruter Akt à la 
membrane, où Akt est phosphorylée par la sérine/thréonine kinase phosphatidylinositol-3-
dépendante 1 (PDK1).  
Akt est une sérine/thréonine kinase qui active mTOR (mammalian target of rapamycin) par 
phosphorylation d’un complexe composé de TSC1 (tuberous sclerosis complex 1) et TSC2 
(324). mTOR joue un rôle primordial dans la régulation de la croissance cellulaire et la 
progression du cycle cellulaire, principalement via la régulation du facteur d’initiation de la 
traduction eIF4E et de la protéine kinase S6 (S6K1). Il participe aussi au réarrangement du 
cytosquelette en activant la voie PKC. De nombreux autres substrats sont phosphorylés et 
régulés par Akt, convergeant vers l’activation des processus de croissance, survie et 
prolifération cellulaire. Akt est inhibée de manière directe par PP2A qui déphosphoryle les sites 
d’activation d’Akt. 
Suppresseur de tumeur PTEN 
PTEN (phosphatase and tensin homolog) est composé d’un domaine catalytique, d’un 
domaine C2 de liaison à la membrane et d’une queue C-terminale régulatrice contenant de 
multiples sites de phosphorylation (325). PTEN est la principale phosphatase qui transforme 
PIP3 en PIP2 et donc inhibe le recrutement et l’activation d’Akt en contrebalançant l’activité de 
la PI3K. Diverses anomalies génétiques conduisent à une perte de fonctions de PTEN dans de 
nombreux cancers (326) ainsi que d’autres maladies, telle que le syndrome de Cowden (327). 
Par exemple, l’activité thérapeutique du Trastuzumab utilisé dans le traitement de cancers du 
sein surexprimant ERBB2 repose sur l’activation de PTEN, dont la perte de PTEN induit une 
résistance au traitement (328).  
Le statut de phosphorylation de PTEN contrôle son activité. PTEN est phosphorylé de 
manière constitutive par CKII, ce qui induit une interaction intramoléculaire entre la queue C-
terminale et les domaines catalytique et C2 (329, 330). Cette conformation fermée est inactive. 
La mutation des sites de phosphorylation Ser380, Thr382, Thr383 et Ser385 du domaine C-ter 
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déstabilise l’interaction intramoléculaire (331). Cette conformation ouverte présente une activité 
catalytique et une localisation membranaire augmentées.  
PTEN est aussi phosphorylé au niveau de son domaine C2 par la kinase ROCK, activée par 
RhoA (332). Cette phosphorylation augmente aussi son activité catalytique et sa localisation à 
la membrane. Au contraire, la phosphorylation de PTEN par Src, toujours au niveau du domaine 
C2, inhibe la localisation membranaire de PTEN conduisant à une augmentation de la 
signalisation PI3K/Akt (333).  
Activation d’Akt par arrestines 
Le rôle de b-arrestine-1 dans l’activation d’Akt en aval des RTK a été démontré par 
Povsic et ses collègues et corrèle avec une augmentation de l’activité anti-apoptotique du RTK 
IGF-1R. L’activation d’Akt par les b-arrestines a été rapportée en aval de plusieurs 
RCPG comme le récepteur à la ghréline (334) et PAR1 (335). Luan et ses collègues proposent 
un modèle dans lequel l’activation d’Akt par b-arrestine passe par le recrutement du complexe 
arrestine/Src/Akt au récepteur activé (336).  
Interaction b-arrestine/Akt/PP2A 
Les arrestines jouent aussi un rôle de régulateur négatif de la voie PI3K/Akt. En effet, 
les deux sous-types b-arrestine-1 et b-arrestine-2 inhibent l’activité de la PI3K après stimulation 
du récepteur PAR-2 (337). La phosphatase PP2A a été identifiée comme un interacteur b-
arrestine-2 lors d’un criblage protéomique (338) et le complexe natif b-arrestine-2/PP2A/Akt a 
été purifié à partir de tissu du striatum de souris (339). Le recrutement de PP2A à Akt, après 
stimulation d’un RCPG, entraîne la désactivation d’Akt et donc l’inhibition de la voie PI3K/Akt.  
Interaction b-arrestine/PTEN 
En 2010, Palmitessa et ses collègues démontrent que l’unique orthologue d’arrestine 
chez C. elegans interagit avec l’orthologue de PTEN, DAF-18 (340). En 2011, Lima-Fernandes 
et ses collègues montrent que cette association est conservée chez l’Homme (341). Cette 
interaction augmente l’activité lipide-phosphatase de PTEN in vitro ou après stimulation de la 
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voie RhoA/ROCK dans les cellules, réduisant ainsi l’activité d’Akt et la prolifération cellulaire 
(341).  
Ainsi les arrestines peuvent stimuler ou inhiber la voie PI3K/Akt à différents niveaux, 
permettant une régulation précise de la voie en fonction des signaux reçus par la cellule et du 
contexte biologique.  
3.1.5. Voie NFkB 
Description de la voie NFkB 
NFkB (nuclear factor-kappa B) est un facteur de transcription impliqué dans la 
transcription de gènes anti-apoptotiques. La protéine NFkB est régulée par la formation d’un 
complexe avec la protéine inhibitrice IkBa. Lorsque inactivé, ce complexe est maintenu dans 
le cytoplasme. La phosphorylation d’IkBa par les kinases IkK accélère son ubiquitination et sa 
dégradation par le protéasome, favorisant la libération de NFkB et sa translocation dans le noyau 
(342). 
À ce jour, des centaines de modulateurs de la voie NFkB ont été rapportés dans la littérature et 
la transcription de plusieurs centaines de gènes est modulée par ces protéines (343).  
Régulation de l’activité de NFkB par les arrestines 
La diminution de l’expression de b-arrestine-1 est suffisante pour induire une 
augmentation de l’activité de NFkB en réponse au TNFa (344). Au contraire, la stimulation du 
récepteur b2AR, promeut la formation d’un complexe entre b-arrestine-2 et IkBa, qui stabilise 
cette dernière et donc inhibe l’activité NFkB (345). Ainsi, il a été proposé que les b-arrestines 
forment un complexe avec IkB, qui peut être induit par la stimulation d’un RCPG. Ce complexe 
stabilise la protéine inhibitrice IkB et conduit à la rétention de NFkB dans le cytoplasme, 
bloquant ainsi son activité.  
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3.1.6. Translocation nucléaire d’arrestine et régulation de la 
transcription  
Séquences d’export et d’import nucléaires 
À l’état basal, b-arrestine-1 est localisée à la fois dans le noyau et le cytoplasme alors 
que b-arrestine-2 est exclue du noyau (346). Les deux b-arrestines transloquent entre le noyau 
et le cytoplasme, et s’accumulent dans le noyau après traitement des cellules avec l’inhibiteur 
d’export nucléaire leptomycine B. b-arrestine-1 possède une séquence de localisation nucléaire 
(NLS) et la mutation de ce NLS, ou du résidu Lys157 uniquement, suffit à l’exclure du noyau, 
ainsi qu’à inhiber l’activation de NFkB induite par le récepteur à la bradykinine (347). b-
arrestine-2 possède à la fois une séquence de localisation nucléaire (NLS) et une séquence 
d’export nucléaire (NES) et est exclue du noyau à l’état basal. Suite à la mutation de son NES, 
b-arrestine-2 s’accumule dans le noyau ce qui suggère un export actif de cette protéine (348). 
Régulation de la transcription 
Les différences dans le transport nucléaire de b-arrestine-1 et 2 leur confèrent des 
fonctions différentes dans la régulation de la transcription. La localisation cytoplasmique de b-
arrestine-2 permet de piéger certains régulateurs de la transcription dans le cytoplasme et ainsi 
inhiber leurs fonctions nucléaires. b-arrestine-2 interagit par exemple avec l’ubiquitine E3-
ligase Mdm2 et réduit sa localisation nucléaire. Or, dans le noyau, Mdm2 induit l’ubiquitination 
et donc la dégradation du facteur de transcription p53. L’export nucléaire de Mdm2 par b-
arrestine-2 augmente donc l’expression nucléaire et l’activité de p53 (349). La mutation du NES 
de b-arrestine-2 (L394Q) conduit à une accumulation de la forme mutante de b-arrestine-2 dans 
le noyau mais aussi à une relocalisation nucléaire de JNK et Mdm2 (310). 
Une étude démontre aussi le rôle de b-arrestine-1 comme régulateur épigénétique (350). 
L’activation du récepteur d-opioïde induit la translocation de b-arrestine-1 dans le noyau et 
l’augmentation de la transcription des gènes c-Fos et p27, ainsi que la potentialisation de la 
prolifération cellulaire. Les auteurs démontrent que b-arrestine-1 s’accumule au niveau du 
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promoteur de ces gènes et permet le recrutement de l’histone acetyltransférase p300. P300 
augmente alors l’acétylation des histones H4 environnantes et stimule la transcription.  
Une autre étude démontre la translocation nucléaire de b-arrestine-2 induite par l’activation du 
récepteur olfactif humain hOR17-4 dans les spermatozoïdes matures et démontre l’importance 
de cette translocation dans la régulation de l’expression des gènes lors du processus de 
fertilisation (351).  
Les b-arrestines permettent donc la régulation directe de la transcription des gènes en 
servant de protéines d’échafaudage qui régulent la concentration locale de facteurs de 
transcription et autres régulateurs, au niveau des promoteurs de certains gènes cibles.  
3.2. Signalisation endosomale des RCPG 
3.2.1. Signalisation des protéines G depuis les endosomes 
Classiquement, après stimulation par le ligand, la signalisation par les protéines G à la 
surface de la cellule est rapidement stoppée par les arrestines qui bloquent la liaison 
RCPG/protéine G par effet stérique et conduisent à l’internalisation du récepteur. Ce paradigme 
selon lequel les signaux provenant des protéines G émanent de la membrane plasmique alors 
que ceux provenant des arrestines se produisent au niveau des récepteurs internalisés, et ceci de 
manière mutuellement exclusive, est remis en question par les découvertes de ces dernières 
années. Plusieurs études rapportent l’engagement des RCPG dans une activation soutenue des 
protéines G émanant des récepteurs internalisés, plutôt qu’une désensibilisation rapide de ce 
signal, après stimulation par l’agoniste [Tableau I] (352-357) . 
En 2009, une première étude dirigée par Martin Lohse (352), utilise un modèle de souris 
transgénique qui exprime de manière ubiquitaire un biosenseur permettant de suivre la 
production d’AMPc. Ce biosenseur « CAG-EPAC1-camps » est basé sur la technique du 
transfert d’énergie de fluorescence par résonnance (FRET). Il est composé d’une protéine 
fluorescence jaune YFP, du domaine de liaison à l’AMPc de la protéine EPAC1 et d’une 
protéine fluorescente cyan CFP, le tout sous le contrôle d’un promoteur CAG La fixation de  
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Tableau I. RCPG présentant une signalisation soutenue via les protéines G 
Adapté de (245) 
Récepteur Classe Ligand Protéine G Références 
PTHR B Hormone parathyroïdienne Gs, Gq, Gi (353, 355, 
358, 359) 
S1P1R A Sphingosine 1-phosphate Gs, Gi/o (357) 
b2AR A Isoproterenol Gs (356) 
TSHR A Hormone thyréotrope Gs, Gq/11 (352) 
GLP1R B Glucagon-like peptide Gs (360) 
PACAPR1 B Polypeptide activant l'adénylate 
cyclase pituitaire 
Gs (361) 
V2R A Vasopressine Gs (354) 









l’AMPc  sur ce biosenseur entraîne l’ouverture de ce dernier qui se traduit par une diminution 
du signal de FRET. Le signal AMPc est ensuite mesuré dans des cultures primaires de follicules 
thyroïdiens en 3D. Les résultats obtenus montrent que l’internalisation dépendante de b-
arrestine du récepteur à l’hormone thyréotrope (TSHR) suite à la stimulation par l’agoniste n’est 
pas associée à une diminution de la production d’AMPc. Les auteurs démontrent aussi la 
présence dans les vésicules post-endocytiques de la protéine Gas et de l’adénylyl-cyclase. La 
nature du signal dépendant de la protéine Gas qui émane des endosomes diffère du signal 
provenant de la membrane plasmique puisqu’il est soutenu et non transitoire. Or, la persistance 
de ce signal après stimulation du récepteur serait essentielle au bon fonctionnement de la 
fonction sécrétoire thyroïdienne (352). Peu après la publication de ces travaux, une autre étude 
(364) confirme la production soutenue d’AMPc suite à l’activation du récepteur TSHR mais 
rapporte que ce signal est indépendant de l’internalisation du récepteur. 
Rapidement, d’autres études suivront, démontrant elles aussi une persistance du signal 
AMPc après internalisation de différents RCPG. En 2009, Ferrandon et ses collègues (355) 
montrent que l’activation du récepteur PTHR par ses deux ligands naturels : l’hormone 
endocrine PTH et le facteur autocrine PTHrP conduisent à un profil d’activation de l’AMPc 
différent. PTHrP induit une activation transitoire de l’AMPc et restreinte à la membrane 
plasmique, alors que PTH induit une activation soutenue et que le complexe PTHR/PTH 
internalise tout en restant associé à la protéine Gas. En 2013, le même groupe propose un 
modèle selon lequel arrestine permet la stabilisation de la signalisation Gs soit par la formation 
d’un complexe stable PTHR/arrestine avec la protéine hétérotrimérique Gs sous forme active, 
soit par une stabilisation du complexe PTHR/arrestine avec les sous-unités Gbg uniquement et 
qui permettrait d’accélérer les cycles d’activation de la protéine Gas après hydrolyse du GTP 
(358). Cette année-là, ils rapportent aussi un mécanisme similaire d’activation de l’AMPc par 
la protéine Gas après activation et internalisation du récepteur V2R (354).  
Ces études sur les récepteurs PTHR et V2R suggèrent un rôle positif d’arrestine sur le maintien 
de la signalisation endosomale par la protéine Gas. En effet, la diminution de l’expression de 
b-arrestine-1 ou b-arrestine-2 à l’aide d’ARN interférent inhibe la phase soutenue de production 
d’AMPc, alors que l’effet inverse est observé lors de la surexpression de b-arrestine-1 (353, 
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354). En 2016, une autre étude (365) confirme ces résultats en montrant que V2R, récepteur de 
classe B qui interagit de manière stable avec arrestine, promeut une meilleure activation de la 
production d’AMPc depuis les endosomes que b2AR, récepteur de classe A qui se dissocie 
d’arrestine lors de son internalisation. D’autre part, le récepteur chimérique b2V2R, qui présente 
les mêmes caractéristiques d’internalisation que V2R, active de manière plus efficace la 
production soutenue d’AMPc comparativement au récepteur b2AR.  
Simultanément, Mullershausen et ses collègues (357) démontrent que le récepteur à la 
sphingosine S1P1R, couplé Gi, continue d’inhiber la production d’AMPc induite par la 
forskoline 60 minutes après stimulation du récepteur par l’agoniste, et cela malgré une 
internalisation substantielle des récepteurs. De plus, ils montrent qu’après une pré-incubation 
des cellules avec l’agoniste FTY720P suivi d’un lavage de cinq heures, les récepteurs stimulés 
avec FTY720P continuent d’inhiber la production d’AMPc induite par la forskoline, ce qui 
corrèle avec la localisation endosomale des récepteurs. De manière intéressante, cette étude 
démontre que toutes les voies de signalisation induites par les protéines G ne sont pas 
maintenues après l’internalisation. En effet, S1P1R est aussi couplé à la protéine Gq qui stimule 
la réponse calcique mais cette mobilisation du Ca2+ induite par l’agoniste nécessite la 
localisation membranaire du récepteur activé et n’est pas maintenue après le lavage des cellules. 
En 2013, Le groupe de Mark Von Zastrow publie une étude très élégante (356) dans laquelle ils 
utilisent des biosenseurs conformationnels qui leurs permettent de démontrer clairement la 
production d’un signal AMPc depuis les endosomes. Pour cela, ils utilisent un fragment 
d’anticorps à domaine unique, ou « nanobody », couplé à une protéine fluorescente verte (Nb80-
GFP) qui reconnaît spécifiquement la forme activée du récepteur b2AR. Instantanément après 
la stimulation du récepteur, Nb80-GFP est recruté à la membrane plasmique, et quelques 
minutes plus tard, s’accumule au niveau des endosomes contenant le récepteur b2AR. Un autre 
biosenseur, Nb37-GFP, permet cette fois se suivre spécifiquement un intermédiaire d’activation 
de la protéine Gas. De la même manière, à l’état basal Nb37-GFP présente une localisation 
cytoplasmique diffuse, et est rapidement recruté à la membrane plasmique après stimulation du 
récepteur b2AR, puis transloque vers les endosomes. Les auteurs démontrent aussi que la 
deuxième phase de production d’AMPc est dépendante de l’internalisation du récepteur, 
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puisqu’elle est inhibée suite à l’utilisation d’un mutant b2AR-3S, déficient pour l’endocytose, 
ou par le traitement des cellules avec l’inhibiteur de l’internalisation Dyngo-4a.  
Toutes ces études mettent en évidence l’existence d’un complexe RCPG/protéine G au 
niveau des endosomes capable d’activer de manière prolongée certaines voies de signalisation. 
Toutefois, ces études ne permettent pas encore de concilier l’interaction des récepteurs avec les 
arrestines et les protéines G, qui jusqu’alors sont considérées comme mutuellement exclusives 
; ceci étant particulièrement pertinent pour les récepteurs de classe B qui forment un complexe 
stable avec arrestine dans les endosomes. De plus, il serait intéressant de voir si ce modèle peut 
être élargi à un plus grand nombre de protéines G et de voies de signalisation, les études portant 
principalement sur l’activation de la production d’AMPc par Gas.  Il serait aussi pertinent de 
confirmer la présence, et définir le rôle, des sous-unités Gbg au niveau de ce complexe ; et de 
déterminer la possibilité pour ces sous-unités d’activer des voies de signalisation. 
3.2.2. Super-complexe RCPG/protéine G/arrestine 
Les travaux conduits en collaboration par Roger Sunahara, Georgios Skiniotis, Michel 
Bouvier et Robert Lefkowitz (365) démontrent l’existence d’un super-complexe endosomal 
regroupant le récepteur, la protéine G et arrestine. Cette découverte s’appuie d’abord sur les 
données cristallographiques récentes qui proposent l’existence d’un mode de liaison séquentiel 
d’arrestine au récepteur activé (voir section 2.3.2). Selon ce modèle (37), il existe une première 
conformation où seul le N-domaine d’arrestine interagit avec la queue C-ter du récepteur, et une 
deuxième dans laquelle arrestine est complètement engagée et interagit aussi avec le cœur du 
récepteur. Or, dans la conformation partiellement engagée, les boucles intracellulaires i1, i2 et 
i3 sont libres et donc les sites d’interaction du RCPG avec les protéines G sont potentiellement 
accessibles. Dans cette publication, les auteurs démontrent par cryo-microscopie électronique 
l’existence d’un complexe b2V2R/arrestine/Gs, où le récepteur interagit simultanément avec 
arrestine via son extrémité C-ter, et avec la protéine hétérotrimérique Gs via ses boucles 
intracellulaires [Figure 18]. Les données obtenues par BRET confirment l’existence de ce super-




Figure 18. Supercomplexe récepteur/arrestine/protéine G 
Après stimulation par son agoniste, le RCPG de classe B active les protéines G à la membrane 
plasmique, ce qui conduit à la production de messagers secondaires, tel que l’AMPc pour Gs. 
b-arrestine est ensuite recrutée à la membrane et permet l’internalisation du récepteur. Après 
internalisation, se forme un supercomplexe récepteur/arrestine/protéine G au niveau des 
endosomes permettant de maintenir l’échange GDP/GTP au niveau de la sous-unité Gsa et donc 
une production soutenue d’AMPc. Les images de cryo-EM mettent en évidence l’interaction du 




b-arrestine-2 conserve sa capacité d’activation de la protéine Gs après stimulation par le ligand. 
Comme discuté par les auteurs, la question de l’existence d’un tel complexe pour les 
récepteurs de classe A, tels que b2AR, se pose puisque l’interaction entre la queue C-ter du 
récepteur et arrestine est alors beaucoup moins forte. Ainsi, il reste à démontrer si un tel 
mécanisme est engagé lors de l’activation de la production d’AMPc par les récepteurs b2AR 
internalisés tel que décrit par Mark Von Zastrow (356).  
Les travaux subséquents publiés en 2017 (366) montrent que les récepteurs de classe B, 
tels que le V2R ou le chimère b2V2R, en complexe avec arrestine partiellement engagée, 
peuvent internaliser et activer les voies de signalisation dépendante d’arrestine (l’interaction et 
l’activation de c-Src ayant été testée par les auteurs), mais ne permet pas la désensibilisation du 
récepteur. Ces résultats sont donc compatibles avec le modèle du super-complexe, qui autorise 
l’activation des voies de signalisation dépendantes des protéines G. Une autre étude publiée par 
le groupe d’Arun Shukla corrobore ces données (367). Dans cette étude, les auteurs utilisent un 
récepteur V2R où la boucle intracellulaire i3 est supprimée (V2RDi3). Ils montrent que ce 
mutant forme un complexe avec b-arrestine-1 via sa queue C-ter phosphorylée uniquement. Ce 
complexe V2RDi3/b-arrestine-1 est capable d’interagir avec la clathrine et ERK in vitro, ainsi 
que d’internaliser et de promouvoir l’activation de ERK1/2 après stimulation par l’agoniste in 
cellulo.  
Ces deux études utilisent le récepteur V2R comme récepteur modèle. Or, pour les récepteurs de 
classe A, tel que b2AR, la conformation partiellement engagée du complexe récepteur/arrestine, 
est trop instable pour permettre la désensibilisation, l’internalisation ou encore l’activation des 
voies de signalisation après stimulation du récepteur. La question du mécanisme moléculaire 
responsable de la signalisation endosomale dépendante des protéines G pour les récepteurs de 
classe A reste donc à explorer. 
 
80 
3.2.3. Les rétromères : régulateurs de la signalisation endosomale des 
protéines G 
Classiquement, les arrestines sont considérées comme les régulateurs négatifs de la 
signalisation des protéines G à la surface de la cellule. Dans le cas de la signalisation 
endosomale, elles semblent plutôt jouer un rôle de régulateur positif de la signalisation des 
protéines G. Se pose alors la question de l’existence d’un mécanisme de désensibilisation de la 
signalisation endosomale des récepteurs.  
Le complexe rétromère 
Le rétromère est un complexe protéique fortement conservé dont la fonction primaire est 
le tri des cargos depuis les endosomes vers le trans-Golgi (368). Chez l’Homme, ce complexe 
est composé d’une sous-unité de reconnaissance des cargos comprenant Vsp26, Vsp29 et Vsp35 
et d’une sous-unité permettant la formation des tubules au niveau de la membrane endosomale 
comprenant SNX et BAR (369).  
Les rétromères contrôlent la localisation de nombreuses protéines membranaires et sont 
impliqués dans les processus de développement tissulaire, en permettant par exemple, la mise 
en place d’un gradient Wnt (370), ou encore dans certaines pathologies telles qu’Alzheimer 
(371). 
Rétromères et régulation des RCPG 
Les travaux de Feinstein et ses collègues associent le complexe rétromère au trafic post-
endocytique des récepteurs PTHR et V2R, depuis les endosomes vers le réseau trans-golgien 
(353, 354). En utilisant le récepteur PTHR marqué avec une protéine fluorescente, ils montrent 
que l’arrêt de la signalisation AMPc dans les endosomes coïncide avec le découplage d’arrestine 
et le recrutement du complexe rétromère au récepteur (353). De manière intéressante, la co-
localisation du rétromère avec le récepteur est diminuée lors de la surexpression du mutant b-
arrestine-1-I386A/V387A, stabilisé dans une conformation active de haute affinité pour le 
récepteur, ce qui suggère que b-arrestine-1 et le rétromère sont en compétition pour interagir 
avec le récepteur. Cette hypothèse est supportée par des similarités de structures entre la protéine 
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du complexe rétromère VSP26 et les arrestines, ainsi que la présence d’un cœur polaire dans les 
deux protéines (372).  
Dans une autre étude, la même équipe met en lumière l’importance des pompes à protons 
vacuolaires, qui participent à l’acidification de la lumière endosomale et à la dissociation du 
complexe récepteur/ligand (PTHR/PTH) dans l’arrêt de la signalisation intracellulaire du 
récepteur et la poursuite de son trafic vers les voies de recyclage. (359). Toutefois, il reste à 
définir si ces deux mécanismes agissent de manière indépendante ou coopérative et s’ils 
s’appliquent de manière universelle aux récepteurs présentant une activité endosomale des 
protéines G.  
3.3. Régulation de l’activité signalétique des arrestines 
3.3.1. Hypothèse du code-barres de phosphorylation des RCPG 
Des études montrent que différentes GRK régulent différentes fonctions signalétiques 
des RCPG (373, 374). Par exemple, GRK2 et GRK3 permettent le recrutement d’arrestine et la 
désensibilisation des récepteurs V2R et AT1R alors que GRK5 et GRK6 sont indispensables à 
l’activation de ERK1/2 par arrestine. De la même manière, la phosphorylation de CXCR4 par 
GRK2, GRK6 et le recrutement de b-arrestine-1 jouent un rôle dans l’arrêt de la signalisation 
Gq et du signal calcique, alors que GRK3, GRK6 et b-arrestine-2 stimulent l’activation de la 
voie ERK/MAPK (375). Cette spécificité d’action des GRK peut être expliquée soit par la 
phosphorylation de substrats spécifiques (autres que le récepteur) par chacune de ces kinases, 
soit par la mise en place d’un patron de phosphorylation spécifique du récepteur qui modulerait 
en aval son activité et celle de l’arrestine. 
En 2011, deux publications phares entérinent l’hypothèse d’un code-barres de 
phosphorylation pour les RCPG, utilisant comme modèle le récepteur b2AR et le récepteur 
muscarinique à l’acétylcholine M3-mAChR (135, 376). Ainsi, le récepteur b2AR présente de 
multiples patrons de phosphorylation induits par différentes GRK. Ces patrons sont associés à 
différentes fonctions cellulaires (376), alors que le récepteur M3-mAChR est différemment 
phosphorylé selon le type cellulaire ou le tissu, ce qui contrôle l’activation des voies de 
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signalisation physiologiquement pertinentes (135). Ces deux études mettent donc en évidence 
l’existence d’un code-barres de phosphorylation qui contrôle la spécificité d’activation des voies 
de signalisation en aval du récepteur, différents ligands pouvant alors potentiellement conduire 
à différents patrons de phosphorylation.  
Une étude récente (377) utilisant une nouvelle technique d’incorporation d’acides 
aminés non-naturels, couplée à des expériences de résonnance magnétique nucléaire (RMN), 
démontre la reconnaissance de ce code-barres de phosphorylation par le N-domaine des 
arrestines. Les auteurs décrivent dix sites potentiels de reconnaissance des résidus phosphorylés 
des RCPG au niveau du N-domaine qui, théoriquement, pourraient conduire à 1000 
conformations différentes de la protéine arrestine engageant spécifiquement certaines voies de 
signalisation en aval. 
3.3.2. Régulation d’arrestine par modifications post-
transcriptionnelles 
Nous avons déjà discuté dans la section 2.7.2 de la manière dont les différentes 
modifications post-transcriptionnelles des arrestines influent sur leur capacité à interagir avec 
les RCPG et à les internaliser. Dans cette partie, nous développerons plus spécifiquement 
l’impact de ces modifications post-transcriptionnelles sur la signalisation dépendante des 
arrestines.  
Phosphorylation  
Selon le modèle proposé par Lefkowitz et présenté dans la section 2.7.2, b-arrestine-1 
est phosphorylée par ERK1/2 sur la Ser412 à l’état basal et sa déphosphorylation est requise 
pour permettre son interaction avec clathrine et donc l’internalisation du RCPG après 
stimulation par le ligand. Ce mécanisme de phosphorylation par ERK1/2 représente une boucle 
de rétrocontrôle de l’activation de cette kinase par le complexe récepteur/arrestine (267).  
Une autre étude montre la phosphorylation du même résidu Ser412 par GRK5 après stimulation 
du récepteur sérotoninergique 5-HT4R. Cette phosphorylation bloque aussi l’internalisation du 
récepteur 5-HT4R et inhibe l’activation de c-Src/ERK (378). 
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Le résidu Tyr54, présent uniquement dans b-arrestine-1, est phosphorylé par c-Src, ce qui 
diminue l’interaction de b-arrestine-1 avec la sous-unité µ-adaptine d’AP-2. Selon les auteurs, 
cette phosphorylation représente un mécanisme spécifique contrôlant l’assemblage de 
complexes de signalisation contenant b-arrestine-1 (379). 
Le mécanisme qui contrôle la déphosphorylation des arrestines n’est pas encore 
totalement élucidé. Cependant, plusieurs études montrent l’interaction entre b-arrestine-2 et la 
phosphatase PP2A (339, 380) (voir section 3.1.4). De plus, l’utilisation d’un inhibiteur 
spécifique de PP2A conduit à une augmentation de la phosphorylation de b-arrestine-2 sur la 
Ser412 induite par l’insuline.  
Ces différents travaux soulignent l’importance du cycle de phosphorylation et 
déphoshorylation des b-arrestines dans la régulation des voies de signalisation en aval. 
Ubiquitination 
Comme discuté précédemment (section 2.7.2), l’ubiquitination de b-arrestine-2 par 
Mdm2 est nécessaire à l’internalisation de b2AR induite par l’agoniste. Cette ubiquitination 
stabilise aussi le signalosome récepteur/arrestine/ERK et permet sa translocation vers les 
endosomes, augmentant ainsi l’activation de la voie ERK/MAPK en réponse au ligand (269). 
Shenoy et Lefkowitz affinent ce résultat en démontrant que selon le RCPG activé, le patron 
d’ubiquitination de b-arrestine-2 est différent (135). Ils émettent l’hypothèse que la 
conformation active d’arrestine varie selon le récepteur auquel elle se lie, exposant ou non 
certains résidus Lys. Ceci pourrait expliquer les différents patrons d’ubiquitination observés et 
constituer un nouveau niveau de régulation de l’activité signalétique des b-arrestines.   
 
En résumé, les arrestines sont au centre de la signalisation et de la régulation des RCPG. 
Les connaissances acquises ces vingt dernières années ont permis de mettre en lumière 
l’importance et la complexité des rôles non-canoniques des arrestines, grâce à des expériences 
in vitro et in silico, comme la cristallisation de complexes moléculaires permettant ensuite la 
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mise au point de modèles par homologie ; in cellulo, par microscopie ou à l’aide de différents 
biosenseurs ; et enfin in vivo dans des organismes modèles. L’action de ces protéines 
d’échafaudage est modulée par les différentes modifications post-traductionnelles qui lui sont 
apportées, mais aussi par les interactions qu’elles peuvent mettre en place avec différents 
effecteurs. Les outils et les techniques permettant l’étude de la signalisation non-canonique des 









Objectifs de la thèse 
L’avancée de nos connaissances dans le domaine de la signalisation des RCPG a permis 
de redéfinir les arrestines comme des interacteurs essentiels à la régulation mais aussi à la 
signalisation de ces récepteurs. Le rôle canonique des arrestines est de permettre la 
désensibilisation des RCPG et leur internalisation. Cependant, de plus en plus de rôles dits non-
canoniques sont attribués aux arrestines, dont principalement l’activation de plusieurs voies de 
signalisation comme les voies MAPK, NFkB ou encore Akt. L’objectif de ma thèse consiste à 
caractériser de nouveaux mécanismes non-canoniques de signalisation et de régulation des 
RCPG par les arrestines.  
 
Depuis les débuts de la recherche sur les RCPG, plusieurs mécanismes de rétrocontrôle ont 
impliqué des kinases activées par le récepteur lui-même, comme les GRK ou PKA et PKC. Les 
travaux sur la signalisation dite non-canonique des arrestines montrent la capacité de ces 
protéines à stimuler la voie des ERK/MAPK, conduisant à une réponse physiologique différente 
de celle induite par les voies dépendantes des protéines G. Ces découvertes placent la kinase 
ERK1/2 au centre de la signalisation induite par les RCPG, toutefois l’effet d’un rétrocontrôle 
de ERK1/2 sur la signalisation des RCPG reste encore peu étudié. Le premier objectif de cette 
thèse est donc de déterminer l’effet d’une activation de la voie ERK/MAPK sur la signalisation 
des RCPG. Les objectifs spécifiques se divisent comme suit : 
1) Examiner l’effet de l’activation de ERK1/2 sur l’expression de surface de CXCR4  
2) Déterminer les conséquences de l’activation de ERK1/2 sur la signalisation de CXCR4 
3) Valider la conservation du mécanisme de modulation de CXCR4 par ERK1/2 parmi d’autres 
RCPG 
4) Établir le rôle des b-arrestines dans ce processus de régulation des RCPG dépendant de 
ERK1/2 
5) Tester l’effet de l’activation de ERK1/2 sur la phosphorylation des b-arrestines 





Pour pouvoir étudier la signalisation des RCPG, nous disposons de plusieurs techniques et 
composés pharmacologiques qui permettent le suivi de l’activation de différents effecteurs en 
aval des récepteurs. Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes intéressés particulièrement 
à arrestine. Or, il n’existe aucun inhibiteur pharmacologique d’arrestine, et les approches 
génétiques qui sont généralement employées ne permettent pas d’inactivation aigüe de la 
fonction de cette protéine. Ainsi, le deuxième objectif de cette thèse est de développer un nouvel 
inhibiteur pharmacologique ciblant l’interaction arrestine/AP-2. Cet inhibiteur permettra une 
meilleure caractérisation du rôle de ce complexe dans la signalisation non-canonique des 
arrestines, tout en séparant les effets résultant du recrutement d’arrestine au récepteur de ceux 
provenant du complexe arrestine/AP-2. Les objectifs spécifiques se divisent comme suit : 
1) Identifier des petites molécules organiques capables de moduler l'interaction b-arrestine-1/ 
AP-2 par criblage virtuel  
2) Sélectionner in cellulo un candidat via un essai de BRET mesurant l’interaction b-arrestine-
1/AP-2, après activation du récepteur V2R 
3) Valider la conservation de l’effet inhibiteur du composé sélectionné avec b-arrestine-2 et 
d’autres RCPG 
4) Vérifier la sélectivité d'action du composé sélectionné  
5) Valider l'effet inhibiteur du composé sur l'endocytose des récepteurs  
6) Tester l'effet de l'inhibition de l’interaction b-arrestines/AP-2 sur la signalisation des RCPG 
 
Pour finir, nous nous sommes intéressés à la phosphatase PTEN, qui joue un rôle central dans 
la répression tumorale, et dont l’activation peut être régulée par arrestine. Toutefois, il n’existe 
aucun outil permettant de suivre aisément l’activation de cette protéine, et malgré l’implication 
d’arrestine dans sa régulation, aucune étude ne rapportait une modulation de l’activité de PTEN 
par les RCPG. Ainsi le troisième objectif de cette thèse est de développer un biosenseur basé 
sur la technique de BRET permettant de suivre l’activation de PTEN, avec comme objectifs 
spécifiques :   
1) Valider l’activité phosphatase du biosenseur Rluc-PTEN-YFP 
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2) Vérifier la capacité du biosenseur à retranscrire des changements conformationnels de PTEN 
après mutagenèse dirigée ou activation physiologique 
3) Valider l’interaction du biosenseur avec des interacteurs/activateurs connus : RhoA et b-
arrestine-2 
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Résumé  
Les MAPK sont activées en réponse à la stimulation des RCPG par leurs ligands, et 
jouent un rôle essentiel dans la régulation des processus cellulaires en aval de ces récepteurs. 
Cependant, l’effet de l’activation des MAPK sur l’activité des RCPG est très peu connu. Afin 
d’étudier un possible mécanisme de régulation croisée entre MAPK et RCPG, nous avons évalué 
l’effet de l’activation de ERK1/2 sur l’activité de plusieurs récepteurs. Nous avons montré que 
l’activation de ERK1/2 entraîne l’internalisation, et donc la diminution de l’expression basale 
de surface, de plusieurs RCPG. Cette redistribution subcellulaire des récepteurs conduit à une 
diminution de la capacité de réponse de la cellule, qui se traduit par une baisse de l’activation 
des protéines G et de la production de messagers secondaires, ainsi qu’une diminution du 
recrutement des GRK et d’arrestine, lors de l’activation d’un récepteur.  
Cette régulation, dépendante de ERK1/2, est conservée parmi les RCPG capables 
d’interagir avec arrestine, dont : le récepteur à la vasopressine de type-2, à l’angiotensine de 
type-1, et aux chimiokines CXC de type-4, mais pas le récepteur à la prostaglandine F, qui lui 
n’interagit pas avec arrestine. Ces résultats suggèrent une implication directe de la protéine 
d’échafaudage arrestine dans ce processus de redistribution cellulaire des récepteurs. Les 
expériences de complémentation dans des fibroblastes d’embryon de souris (MEF) n’exprimant 
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plus b-arrestine-1/2, combinées à des essais de phosphorylation in vitro, montrent que la 
phosphorylation de b-arrestine-2 par ERK1/2 sur les résidus Ser14 et Thr276 est essentielle à la 
séquestration des RCPG. Ce nouveau mécanisme de régulation a été observé à la suite d’une 
phosphorylation constitutive de ERK1/2, ainsi que d’une activation via les récepteurs tyrosines 
kinases ou les RCPG. Ces résultats placent ERK1/2 au centre de la régulation tonique de la 
capacité de réponse de la cellule, en agissant à la fois comme effecteurs et comme régulateurs 
négatifs.  
 
Contributions : j’ai conçu l’ensemble des expériences qui ont ensuite été réalisées par moi-
même, ou par un étudiant de 1er ou de 2ème cycle sous ma supervision (Stevenson Ly et Élodie 
Bondel-Tepaz).  Seuls les échantillons de protéines pour la spectrométrie de masse ont été traités 
par Jacob Galan. J’ai écrit le manuscrit sous la supervision de mes directeurs de thèse et procédé 
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Mitogen-activated protein kinases (MAPK) are activated in response to G protein-coupled 
receptors (GPCRs) stimulation and play essential roles in regulating cellular processes 
downstream of these receptors. However, very little is known on the reciprocal effect of MAPK 
activation on GPCRs. To investigate possible crosstalk between the MAPK and GPCRs, we 
assessed the effect of the extracellular signal-regulated kinases 1 and 2 (ERK1/2) on the activity 
of several GPCR family members. We found that ERK1/2 activation leads to a reduction in the 
steady-state cell surface expression of many GPCRs as a result of their intracellular 
sequestration. This subcellular redistribution resulted in a global dampening of cell 
responsiveness, as illustrated by reduced ligand-mediated G protein activation and second 
messenger generation as well as blunted GPCR kinases (GRK) and βarrestin recruitment. This 
ERK1/2-mediated regulatory process was observed for GPCRs that can interact with βarrestins, 
such as type-2 vasopressin, type-1 angiotensin, and CXC type-4 chemokine receptors, but not 
the prostaglandin F receptor that cannot interact with βarrestin, implicating this scaffolding 
protein in the receptors’ subcellular redistribution. Complementation experiments in mouse 
embryonic fibroblasts (MEFs) lacking βarrestins combined with in vitro kinase assays revealed 
that βarrestin-2 phosphorylation on Ser14 and Thr276 is essential for the ERK1/2-promoted 
GPCR sequestration. This novel regulatory mechanism was observed following constitutive 
activation as well as receptor tyrosine kinase- or GPCR-mediated activation of ERK1/2, 
suggesting that it is a central node in the tonic regulation of cell responsiveness to GPCR 










Significance Statement  
 
ERK1/2 are important GPCR signaling effectors but their role as possible regulators of GPCRs 
remains largely uncharted. We report that ERK1/2 activation leads to the phosphorylation of 
barrestin-2 on Ser14 and Thr276, promoting the intracellular sequestration of unliganded 
GPCRs. This subcellular redistribution results in the dampening of cell responsiveness to 
GPCRs ligand-mediated activation, positioning ERK1/2 as both a downstream effector and a 
negative regulator of GPCRs. Given that ERK1/2 is also stimulated by receptor tyrosine kinases 
and is found to be deregulated in many diseases, and that GPCRs respond to a large number of 
hormones and neurotransmitters, this newly uncovered regulatory process is poised to play a 
central role in controlling cell responsiveness in health and disease.  





The extracellular signal-regulated kinase (ERK)/mitogen-activated protein kinase (MAPK) 
pathway [1, 2] has been traditionally linked to the activation of receptor tyrosine kinases (RTKs) 
[3, 4], but in recent years, G protein-coupled receptor (GPCR)-mediated ERK/MAPK activation 
has also been shown to play important roles [5]. Such convergence on the Raf/MEK/ERK 
signaling module generates multiple opportunities for crosstalk regulation between GPCR and 
RTK signaling and many distinct molecular mechanisms have been described [6]. GPCRs 
activate the ERK/MAPK pathway via both G protein-dependent (canonical) and -independent 
(non-canonical) pathways. The canonical pathway can involve diverse Ga and/or Gbg subunits 
that cause ERK1/2 activation through various downstream effectors, such as phosphoinositide 
3-kinase (PI3K), exchange protein directly activated by cAMP (EPAC), as well as protein kinase 
A and C (PKA and PKC) [7-11]. Among the non-canonical mechanisms, engagement of 
βarrestins (βarrs) scaffolding the Raf/MEK/ERK module has attracted considerable attention 
[12-14]. For both canonical [15] and non-canonical [16, 17] pathways, transactivation of RTKs 
downstream of some GPCRs has also been shown to contribute to ERK1/2 regulation. 
Particularly, direct recruitment of barrs to several RTKs [18], including the insulin-like growth 
factor receptor (IGFR) [19, 20], the insulin receptor (IR) [21] and the epidermal growth factor 
receptor (EGFR) [22-24] following activation of either the RTK or a GPCR also results in 
ERK1/2 activation, emphasizing the central role of βarrs in controlling ERK1/2 activity.  
When considering the classical G protein-mediated signaling, several processes 
controlling the duration of the signal have been elucidated including both homologous and 
heterologous desensitizations. The former involves phosphorylation of the activated receptor by 
GPCR kinases (GRKs) leading to the high-affinity binding of βarrs to the activated receptor, 
uncoupling of the receptor from G proteins and subsequent internalization [25-27]. 
Heterologous desensitization occurs upon activation of second messenger-dependent kinases, 
such as PKA or PKC, and may or may not be followed by receptor internalization [28, 29]. 
Despite the fact that, as mentioned above, ERK1/2 activation has now been recognized as a main 
signaling module in both G protein- and βarr-dependent pathways, very little is known on the 
possible adaptive mechanisms resulting from the activation of these kinases. In one study [30], 
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phosphorylation of βarr1, but not βarr2, by ERK1/2 was proposed to inhibit the agonist-
promoted translocation of βarr1 to the β2-adrenergic receptor (β2AR) preventing its 
endocytosis. More recently, ERK1/2-promoted phosphorylation of rat βarr2 was shown to 
stabilize the complex between the B2-bradykinin receptor (B2R) and βarr2, thereby slowing 
down the recycling of the receptor to the plasma membrane following agonist-promoted 
endocytosis [31]. Although these data point to possible feedback roles of the ERK/MAPK 
pathway on receptor trafficking, they also raise important questions on the general role that 
ERK1/2 activation may play on GPCR activity.  
Here we investigated the influence of ERK1/2 activation on GPCR responsiveness using 
the chemokine CXC type-4 receptor (CXCR4) as a model. We found that activation of the 
ERK/MAPK pathway results in decreased CXCR4 signaling upon stimulation by its native 
agonist, CXCL12. This reduced responsiveness resulted from the direct phosphorylation of 
βarr2 by ERK1/2 on two Ser/Thr residues, ultimately leading to the constitutive intracellular 
redistribution of the receptor. This previously unidentified regulatory mechanism is not 
restricted to CXCR4 and is shared by other GPCRs that are able to interact with βarrs. Our study 
therefore unravels an adaptive mechanism leading to a general dampening of cell responsiveness 







Activation of the ERK/MAPK pathway decreases CXCR4 agonist-induced Gi activation. 
Gi protein activation downstream of agonist (CXCL12) stimulation of CXCR4 was examined 
in the presence or absence of upstream modulators of the ERK/MAPK pathway. G protein 
activation was monitored using a BRET400-GFP10-based assay that detects the agonist-
promoted separation of Gαi1 and Gγ2 in intact cells (Fig. 1A) [32]. CXCL12 induces a rapid 
decrease in BRET signal between Gαi1-91RlucII and GFP10-Gγ2 in cells coexpressing the 
unmodified CXCR4 and Gβ1 (Fig. S1A). Constitutively-active (CA) forms of H-Ras and MEK1 
(Ras-CA [Ras-G12V] or MEK-CA [MEK-S218/222D]), which promote ERK1/2 activation 
[33], diminished CXCL12-induced activation of Gi compared to cells expressing an empty 
vector or the dominant-negative (DN) forms of H-Ras and MEK1 (Ras-DN [Ras-S17N] or 
MEK-DN [MEK-K97A]) (Fig. 1B,C). The effect of modulating the ERK/MAPK pathway was 
then examined on CXCL12-evoked calcium response using the Obelin biosensor [34] as a 
calcium reporter in HEK293T cells endogenously expressing low level of CXCR4 (Fig. 1D and 
Fig. S1B). The expression of both Ras-CA and MEK-CA reduced CXCL12-induced calcium 
mobilization, whereas Ras-DN did not (Fig. 1E,F). In contrast, calcium mobilization triggered 
by the calcium ionophore A23187 was unaffected by modulation of the ERK/MAPK pathway 
(Fig. 1E,F), indicating that CXCR4-dependent signaling is selectively reduced by activated 
ERK1/2. Given that CXCR4-mediated calcium mobilization is a Gi-dependent response [35, 
36], these findings demonstrate that activation of the ERK/MAPK pathway significantly reduces 
Gi activation and downstream calcium signaling upon CXCR4 stimulation. The larger reduction 
in the calcium response compared to the Gi activation signal most likely reflects the different 
assay modes (i.e., greater number of spare receptors in the BRET-based Gi activation assay that 
requires exogenous CXCR4 co-expression).    
 
Activation of the ERK/MAPK pathway decreases agonist-induced GRK2 and βarrestin-2 
translocation. 
To further investigate the effect of ERK1/2 activation on CXCR4 signaling, we assessed 
CXCL12 promoted GRK2 and βarr2 translocation by BRET using CXCR4-RLucII and either 
GRK2-GFP10 or βarr2-GFP10 constructs (Fig. 1G,J and Fig. S1C,D). Coexpression of Ras-CA 
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and MEK-CA, but not Ras-DN and MEK-DN, decreased the translocation of GRK2 and βarr2 
following CXCR4 stimulation (Fig. 1H,I,K,L). Thus, in addition to blunting Gi responses, 
activation of the ERK/MAPK pathway greatly reduces GRK2 and βarr2 translocation. 
 
ERK1/2 activation decreases CXCR4 localization at the cell surface. 
The decrease in Gi activation and the reduced translocation of GRK2 and βarr2 could either 
result from a general loss of the receptor’s ability to productively respond to CXCL12 or from 
reduced receptor number at the cell surface. To directly test the latter possibility, we assessed 
the effect of stimulating the ERK/MAPK pathway on CXCR4 cell surface expression by dual 
flow cytometry (dual FACS). This approach allows the measurement of cell surface receptor 
density (reflected by HA immunoreactivity) as a function of total receptor number (reflected by 
the vYFP fluorescence) in unpermeabilized HEK293T cells stably expressing HA-CXCR4-
vYFP (Fig. 2A). Using this system, we found that Ras-CA and MEK-CA, but not Ras-DN and 
MEK-DN, led to a 70% reduction in the number of CXCR4 at the cell surface (Fig. 2B,C).  
 To further validate these findings, we imaged the distribution of CXCR4-YFP by 
confocal fluorescence microscopy in HeLa cells. As shown in Fig. 3A, in the absence of 
ERK/MAPK activation, CXCR4 is mainly localized at the cell surface. Expression of either 
Ras-CA (Fig. 3B) or MEK-CA (Fig. 3D) resulted in a substantial loss of cell surface receptors 
and the appearance of a punctate intracellular fluorescence signal, indicating that activation of 
the ERK/MAPK pathway triggers the redistribution of CXCR4 to intracellular vesicles. The DN 
forms of Ras and MEK were without effect on CXCR4 distribution (Fig. 3C,E). Semi-
quantification of the receptor redistribution using the ImageJ software [37] was performed by 
selecting transversal sections of the cells that allow definition of the plasma membrane and 
intracellular compartment (Fig. 3, YFP intensity plot, right panels). These data (Fig. S2) support 
the FACS results demonstrating that activation of the ERK/MAPK pathway promotes a 
significant subcellular redistribution of CXCR4 from the cell surface to the intracellular 
compartment. 
 
Acute stimulation of the ERK/MAPK pathway results in CXCR4 intracellular 
sequestration and blunted signaling 
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Next, we evaluated the effects of pharmacological and endogenous agonists of the ERK/MAPK 
pathway [38, 39] on the subcellular distribution and signaling capacity of CXCR4. Acute 
stimulation with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) or epidermal growth factor (EGF) 
resulted in a weaker CXCL12-promoted recruitment of βarr2 (Fig. 4A) and a ≈ 20% reduction 
in the proportion of cell surface receptors in the absence of agonist stimulation (Fig. 4B). 
Interestingly, the kinetics of surface receptor loss paralleled that of ERK1/2 activation, both 
peaking at 15 min and being transient for EGF while peaking at 30 min and being sustained for 
PMA stimulation (Fig. 4C). Stimulation of the vasopressin type-2 receptor (V2R, a GPCR 
known to strongly activate ERK1/2 [40]) was also found to induce CXCR4 sequestration to the 
same extent as EGF and PMA stimulation (Fig. 4D). In all cases, inhibition of ERK1/2 activation 
with the selective MEK1/2 inhibitor, PD184352 [41], restored the initial proportion of cell 
surface CXCR4 confirming that ERK1/2 activation is functionally correlated with the loss of 
cell surface receptor. The effect of EGF stimulation on cell surface receptor was also tested in 
the T-lymphoid cell line SUP-T1 that endogenously expresses CXCR4 (Fig. 4E). Indeed, FACS 
analysis using a monoclonal antibody directed against the extracellular domain of the human 
CXCR4 showed a significant EGF-evoked loss of cell surface CXCR4, indicating that this 
modulation is also observed with endogenous receptors. Taken together, these data indicate that 
both acute and sustained stimulation of the ERK1/2 signaling pathway promote CXCR4 
redistribution but that, as could be expected, long-lasting activation results in more dramatic 
effects reaching as much as 70% in the 48 hours following the expression of constitutively active 
mutants of Ras and MEK.     
 
The ERK/MAPK pathway negatively modulates several GPCRs 
Our results indicate that cell surface CXCR4 density is negatively regulated upon activation of 
ERK1/2 by several agonists and in different cell types. To determine whether this regulatory 
mechanism can be generalized to other GPCRs, we assessed the effect of MEK-CA on three 
additional GPCRs, the vasopressin (V2R), the angiotensin (AT1R) and the prostaglandin (FP) 
receptors. For this, we monitored G protein-mediated signaling, GRK2 and βarr2 recruitment, 
as well as cell surface density. As shown in Fig. 5A,B, we found that expression of MEK-CA, 
but not MEK-DN, led to a reduction in V2R and AT1R surface density. This loss of cell surface 
receptor (60 % for the V2R and 80% for the AT1R), resulted in diminished agonist-promoted 
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recruitment of GRK2 and barr2, as well as a blunted signaling response (cAMP production for 
V2R and Ca2+ mobilization for AT1R). The extent of signal reduction differed between the two 
receptors probably reflecting distinct levels of coupling efficiency and spare receptors for the 
signaling pathways considered. No such negative regulation was observed for the FP receptor 
(Fig. 5C left and right panels), indicating that only certain GPCRs are negatively regulated by 
ERK1/2. Interestingly, unlike CXCR4, V2R and AT1R, the agonist stimulation of the FP 
receptor does not promote barr2 translocation to the receptor [42] (Fig. 5C, middle panel), 
suggesting that the ERK1/2-dependent regulatory process may involve barr2.  
 
βarrestin is required for the ERK1/2-dependent cellular redistribution of GPCRs. 
To confirm the role of βarr2 in the subcellular redistribution of CXCR4 in response to ERK1/2 
activation, we analyzed CXCR4 cell surface expression in mouse embryonic fibroblasts (MEFs) 
derived from wild-type (WT) and βarr1/2 knockout (KO) animals [43]. Consistent with our 
observations in HEK293T, HeLa and SupT1 cells, we found that activation of ERK1/2 led to a 
significant decrease in the proportion of CXCR4 at the cell surface in WT MEFs (Fig. 6A). 
Notably, this modulation was completely lost in βarr1/2 KO MEFs cells (Fig. 6A). Re-
introducing βarr2 or βarr1 (Fig. 6B) in βarr1/2 KO MEFs by transfection restored ERK1/2-
promoted loss of cell surface CXCR4 yielding to sequestration of 30 ± 3% and 38 ± 4%, 
respectively, compared to 52 ± 4% for the WT MEFs. Co-expression of both βarr1 and βarr2 
did not lead to a statistically significant greater loss of receptors, reaching 42 ± 5% indicating 
that both βarr1 and βarr2 can promote receptor redistribution following ERK1/2 activation. 
Similarly to what was observed in other cell types, expression of Ras-DN did not affect CXCR4 
cell surface density in βarr1/2 KO MEFs whether βarr2 was reintroduced or not (Fig. 6C), 
confirming the selectivity of action of active Ras.  
 
barrestin phosphorylation is required for ERK/MAPK-induced CXCR4 redistribution. 
To determine if CXCR4 subcellular redistribution results from the direct phosphorylation of 
barr2 by ERK1/2, we first tested if activated ERK1 could phosphorylate purified barr2 and barr1 
in vitro. As shown in Fig. 6D, ERK1 induced a robust incorporation of [32P] in both βarr1 and 
barr2, with βarr2 appearing to be a better substrate. Quantification of 32P incorporation revealed 
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saturatable phosphorylation with stoichiometry approaching 2 mol/mol for barr1 and 2.5 for 
barr2, consistent with the presence of at least two phosphorylation sites. We then analyzed 
phospho-barr2 by mass spectrometry (MS) to identify the ERK1 phosphorylation sites. MS/MS 
sequencing revealed the presence of βarr2-derived phosphopeptides containing Thr276 (Fig. 
S3A). This position corresponds to one of the potential ERK1/2 consensus sites (Ser/Thr-Pro) 
[44] in barr2 (Ser14, Ser264 and Thr276) (Fig. S3B). Unphosphorylated peptides containing the 
other potential sites were detected at much lower abundance, but Ser14 was previously identified 
as being phosphorylated in Jurkat cells [45]. It should be noted that all putative sites are 
evolutionarily conserved in barr2 (Fig. S3C), but only Ser14 and Thr276 are found in both barr1 
and barr2 (Fig. S3D), underscoring the likelihood of their importance for barr function. As 
shown in Fig. S3B, in silico analysis of residues accessibility using molecular modeling of barr2 
from its crystal structure (PDB: 3P2D) with the Molecular Operating Environment software 
(MOE) [46], suggests that in the basal inactivated state, Thr276 is exposed to the solvent and 
consequently could be easily accessible to protein kinases. In contrast, Ser14 is buried in the 
core of the protein and would probably require molecular environment reorganization in order 
to be phosphorylated. 
To determine the role of barr2 phosphorylation in ERK1/2-dependent GPCR regulation, 
Ser14, Ser264 and Thr276 were individually replaced by unphosphorylatable alanine residues 
(S14A, S264A, T276A). These barr2 mutants were then tested for their ability to restore CXCR4 
modulation upon ERK1/2 activation in barr1/2 KO cells. As shown in Fig 6E, in contrast to 
barr2-WT or barr2-S264A, the expression of barr2-S14A or barr2-T276A failed to restore any 
significant ERK1/2-promoted CXCR4 sequestration, suggesting a role for the phosphorylation 
of both residues in this mechanism. These results are further supported by the observation that 
expression of a mutant form of barr2 harboring phosphomimetic residues at positions Ser14 and 
Thr276 (S14D/T276D; S/T2D) was sufficient to decrease CXCR4 cell surface localization in 
the absence of activation (Fig. 6F). Both S14A/T267A (S/T2A) and S14D/T267D (S/T2D) barr2 
mutant forms maintained their ability to be recruited to CXCR4 upon receptor activation by its 
natural ligand CXCL12 (Fig. S4), confirming their functionality. Together, these results suggest 
that βarr2 phosphorylation at Ser14 and Thr276 via an ERK1/2-dependent mechanism promotes 





Our data demonstrate that ERK1/2 activation leads to the sequestration of GPCRs into 
intracellular vesicles, which functionally results in the loss of cell responsiveness to GPCR 
stimulation. This phenomenon appears to be conserved amongst a subclass of GPCRs that 
recruits barr2 in response to agonist-activation. Indeed, our results show that ERK1/2 activation 
also affects the distribution of V2R and AT1R [43], but not FP, which undergoes endocytosis 
in a barr-independent manner [42]. Consistently, we found that receptor redistribution requires 
the phosphorylation of barr2 by ERK1/2, unraveling an uncharacterized molecular mechanism 
for crosstalk between ERK1/2 and GPCR signaling.  
The ERK1/2-dependent intracellular redistribution of GPCRs was observed in response 
to constitutive activation of the MAPK pathway (by active forms of MEK1 and H-Ras), 
stimulation of ERK1/2-activating GPCRs (V2R) or RTKs (EGFR) or pharmacological 
activation of the ERK/MAPK pathway (PMA). Receptor sequestration resulted in a loss of cell 
responsiveness to GPCR agonists, as assessed by G-protein activation, second messenger 
generation as well as GRK and barr recruitment. This phenomenon represents a heterologous 
desensitization process that had not been appreciated until now. Given that many GPCRs 
activate ERK1/2, it could be hypothesized that this mechanism also contributes to the 
homologous desensitization of such receptors.  
PKC activation with different phorbol esters, including PMA, has previously been 
shown to promote the endocytosis of several GPCRs, including CXCR4 [47-49]. These results 
have been attributed to a potential PKC-mediated phosphorylation of the receptor itself, but a 
direct link between receptor phosphorylation and its PMA-induced endocytosis has not been 
established. Our data demonstrate that PMA-stimulated CXCR4 endocytosis requires ERK1/2 
activation, suggesting that the mechanism elucidated in the present study may explain the effect 
of PMA on the endocytosis of many GPCRs.  
The ERK1/2-induced sequestration of GPCRs into cytoplasmic vesicles could either 
result from accelerated constitutive endocytosis or reduced recycling from endosomes to the 
plasma membrane. Given the classical role of barr in the endocytosis process, the first possibility 
appears more likely. This idea is supported by the observation that ERK1/2 activation led to the 
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sequestration of V2R, a receptor that does not undergo significant recycling following 
endocytosis [50]. Whether the modulation of constitutive endocytosis results from an increased 
affinity of ERK1/2-phosphorylated barrs for unliganded receptors or for other proteins involved 
in the endocytic process remains to be determined. Interestingly, one of the putative ERK1/2 
phosphorylation sites identified in barr2 (Ser14) is located in close proximity to two lysine 
residues (K11 and 12). These lysines bind the phosphate moieties of the phosphorylated 
receptors and can facilitate the transition to the high affinity receptor-barrestin binding state 
[51]. It could therefore be hypothesized that the phosphorylation of Ser14 may mimic the 
phosphorylated receptor thus promoting a high-affinity interaction with an inactive, non-
phosphorylated receptor. 
 The causal link between ERK1/2 activation and steady-state receptor redistribution is 
supported by the complete inhibition of the PMA- and EGF-induced CXCR4 sequestration by 
the MEK1/2 inhibitor PD184352. Moreover, the kinetics of CXCR4 redistribution paralleled 
those of ERK1/2 activation with both ERK1/2 activation and receptor sequestration being 
sustained for PMA but transient for EGF stimulation. The rescue experiments using non-
phosphorylatable forms of human barr2 or barr2 harboring phosphomimetic residues further 
establishes the link between barr2 phosphorylation and receptor sequestration. The lack of 
redistribution of FP, a receptor that cannot recruit barr2, is also consistent with the central role 
of barr2 in ERK1/2-promoted receptor relocalization.  
Our results suggest the involvement of two putative ERK1/2 phosphorylation sites in 
barr2, Ser14 and Thr276, since their mutation to alanine residues blocked ERK1/2-promoted 
CXCR4 sequestration, whereas their substitution to phosphomimetic aspartate residues 
mimicked the effect of ERK1/2 activation. One of these sites, Thr276, was confirmed as a direct 
ERK1 phosphorylation site by our MS/MS analysis, whereas Ser14 has been previously shown 
to be phosphorylated in a large-scale phosphoproteomic study [45], thus supporting the notion 
that ERK1/2 phosphorylates barr2 on these two residues. Although these phosphorylation sites 
are conserved in barr1, whether or not barr1 phosphorylation on these sites also contributes to 
receptor redistribution remains to be directly demonstrated. Using two-dimensional tryptic 
phosphopeptide mapping, a previous study identified another serine residue (Ser412) as a direct 
ERK1/2 phosphorylation site in rat barr1 [30]. However, since Ser412 is not conserved in either 
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rat or human barr2, it is unlikely that this site plays any major role in the mechanisms described 
here. More recently, Ser178 was proposed as a phosphorylation site for ERK1/2 in rat barr2 and 
was found to modulate the dynamics of barr2 within the endosomal compartment [31]. 
However, this mechanism is distinct from the one we describe as rat Ser178 is not conserved in 
human barr2.  
In the present study, we identified two novel phosphorylation sites for ERK1/2 in barr2 
that play a key role in regulating steady state cell surface expression of different GPCRs. Given 
the large proportion of GPCRs that interact with barrs, the observed receptor sequestration 
promoted by the ERK1/2-mediated phosphorylation of barr could have a major impact on the 
tonic regulation of cell responsiveness to a variety of hormonal stimulations. Since ERK1/2 
activation is known to be deregulated in many pathological diseases, including several cancers, 





Materials and Methods 
Plasmids. The following plasmids were previously described: flag-MEK1-S218/222D [52], 
Gβ1, GFP10-Gγ2 [53], CXCR4-RlucII [54], CXCR4-YFP [55], Obelin-Cherry [56], Gαi1-
91RlucII, HA-CXCR4 and HA-CXCR4-vYFP [36], GFP10-EPAC-RLucII, HA-AT1R [57], 
HA-FP [58], HA-V2R [59]. Ha-FP-vYFP and FP-RLucII were provided by Terrence Hébert 
(McGill University). The βarr2-GFP10 construct was built by replacing the RLucII sequence 
from the previously published βarr2-RlucII [36]. vYFP was introduced into pIRESP-HA to 
generate the pIRESP-HA-vYFP vector. PAFR, V2R or spAT1R (sp, signal peptide 
MKTIIALSYIFCLVFA at the N-terminus) sequence was introduced into pIRESP-HA-vYFP to 
generate pIRESP-HA-PAFR-vYFP, pIRESP-HA-V2R-vYFP or pIRESP-HA-AT1R-vYFP. 
The human βarr1 and βarr2 cDNA were obtained from cDNA Resource Center (Rolla, MO) and 
cloned in pCMV-Tag3B (Stratagene) to obtain myc-tagged proteins, while H-Ras and MEK1 
cDNA were cloned in pCMV-Tag2A (Stratagene) to obtain flag-tagged proteins. All mutants 
(βarr2-S14A, -T126A, -S264A, -S/T2D; H-Ras-G12V, -S17N] and MEK1-K97A) were 
generated using the QuikChange (Stratagene) methodology and verified by sequencing. 
 
Reagents and antibodies. CXCL12 was purchased from Cedarlane (Burlington, ON). AVP, 
PGF2 and AngII were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO). A23187 was 
purchased from Tocris (Bristol, UK). MEK1/2 inhibitor, PD184352, was purchased from 
Selleck Chemicals (Boston, MA). ERK1/2 activators, EGF and PMA, were purchased from 
Invitrogen (Carlsbad, NM) and Fisher Scientific (Waltham, MA), respectively. Anti-ERK1/2, -
phospho-ERK1/2 (T202/Y204), and -βarr1/2 antibodies were purchased from Cell Signaling 
Technologies (Beverly, MA). Anti-myc and -Flag, antibodies were purchased from Sigma-
Aldrich. Anti-human CXCR4 antibody was purchased from BioLegend (San Diego, Ca). Anti-
HA antibody (HA-11) was purchased from Covance (Princeton, NJ). Anti-mouse Alexa Fluor 
647 secondary antibody was purchased from Invitrogen (Carlsbad, NM). All secondary 
horseradish peroxidase (HRP)-conjugated antibodies used for immunoblotting were purchased 




Cell Culture. Human Embryonic Kidney 293T (HEK293T), HeLa, Mouse Embryonic 
Fibroblasts βarr1-KO/βarr2-KO (βarr1/2 KO MEFs) and wild-type (WT MEFs) were cultured 
in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with 10% (vol/vol) FBS, 100 
I.U./mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin. βarr1/2 KO mice were generated as described [43] 
and established mouse embryonic fibroblasts (MEFs) cultures were prepared according to the 
3T3 protocol of Todaro and Green [60]. For HEK293T HA-CXCR4-vYFP stable cell lines, YFP 
positive polyclonal cell population was obtained by flow cytometry cell sorting and maintained 
in DMEM supplemented with 10% (vol/vol) FBS, 100 I.U./mL penicillin, 100 µg/mL 
streptomycin and 3 µg/mL puromycin. Sup-T1 were cultured in RPMI-1640 Medium 
supplemented with 10% (vol/vol) FBS, 100 I.U./mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin. 
 
Transfections. The day before transfections, HEK293T or HEK293T HA-CXCR4-vYFP cells 
were seeded in 6-well plates at a density of 600,000 cells/well. Transient transfections were 
performed using linear polyethyleimine 25 kDa (PEI, Polysciences, Inc.) as transfection agent, 
at a ratio of 3:1 PEI:DNA. Cells were maintained in culture for the next 48 h, and BRET 
experiments subsequently carried out. For the transfection of MEFs, cells were seeded in 6-well 
plates at a density of 600,000 cells/well the day before and transiently transfected using 
FuGENE HD (Promega), at a ratio of 3:1 FuGENE HD:DNA. Cells were maintained in culture 
for the next 24 h and FACS experiments subsequently carried out.  
 
Bioluminescence Resonance Energy Transfer assays. BRET assays were performed as 
described previously [36, 61]. For BRET480-YFP, proteins were fused to RLuc as energy donor 
and YFP as acceptor. Coelenterazine-h (coel-h, NanoLight Technology) was used as the 
luciferase substrate to generate light with a maximal emission peak at 480 nm, allowing YFP 
excitation (maximum at 488nm). For BRET400-GFP10, proteins were fused to RLucII (donor) 
and GFP10 (acceptor). Coelenterazine-400a (coel-400a, Biotium) was used as the luciferase 
substrate to generate light with a maximal emission peak at 400 nm, allowing GFP10 excitation 
(maximum at 400nm). BRET was measured using a Mithras LB940 Multimode Microplate 
Reader (Berthold Technologies) equipped with either BRET480-YFP filter set (donor 480 ± 20 
nm and acceptor 530 ± 20 nm filters) or BRET400-GFP10 filter set (donor 400 ± 70 nm and 
acceptor 515 ± 20 nm filters). Briefly, cells were seeded the day after transfection in a Poly-L-
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ornithine (Sigma-Aldrich) pretreated 96-well microplate (CulturePlate, PerkinElmer Inc.) and 
starved overnight in DMEM at least 8 hours after seeding. The day of the experiment, cells were 
incubated with Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Invitrogen) complemented with 0.1% 
BSA (HBSS/BSA) and stimulated with ligands (CXCL12: 200 nM, AVP: 100 nM, AngII: 1 
µM, PGF-2: 1 µM) for 15 min. Where indicated, cells were pretreated with PD184352 (10 µM) 
for 30 min prior to stimulation with EGF (25 ng/ml) for 15 min or PMA (100 ng/ml) for 30 min 
(maximal response) or for the indicated times (time course). BRET values were collected 
following the addition of the luciferase substrate at a final concentration of 2.5 µM. BRET 
signals were determined as the ratio of the light emitted by acceptor (YFP or GFP10) over donor 
(RLuc or RlucII). The ligand-promoted BRET signal (ΔBRET) was calculated by subtracting 
the BRET values obtained in the vehicle condition from the ones measured with ligand. ΔBRET 
was expressed as a percentage of the ΔBRET obtained in the control condition in which the 
ERK/MAPK pathway was not modulated neither by a mutant or a treatment.  
 
Calcium Measurements. HEK293T were transiently transfected with Obelin-Cherry used as a 
calcium reporter [34]. The day after transfection, cells were seeded in a Poly-L-ornithine 
pretreated 96-well microplate in order to obtain duplicate plates for ligand or ionophore 
stimulation. The day of the experiment, cells were washed with HBSS and incubated for 2 h in 
the dark, at room temperature, with 1 µM coelenterazine cp (Biotium) diluted in HBSS/BSA. 
Luminescence measurements were recorded for 60 s on a FlexStation II (Molecular Devices) 
after ligand injection (CXCL12: 200 nM, A23187: 10 µM, AngII: 1 µM, PGF-2: 1 µM). Kinetics 
were normalized, setting the maximal response of the ligand at 100%. Bar graphs were generated 
from the area under the curve of each kinetic. 
 
Flow Cytometry. Briefly, 48 h after transfection, HEK293T HA-CXCR4-vYFP cells were 
starved overnight in DMEM. Where indicated, cells were pretreated with PD184352 prior to 
EGF or PMA stimulation. They were then rinsed with ice-cold HBSS and resuspended in 
HBSS/BSA. Cell surface receptors were labeled on ice using a monoclonal anti-HA antibody 
followed by an anti-mouse Alexa Fluor 647 secondary antibody. SUP-T1 cells were starved 
overnight and then stimulated with EGF for 15 min, rinsed with ice-cold HBSS, resuspended in 
HBSS containing Fc block solution 24G2 (anti-CD16/32-FcRγ), and stained using an anti-
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human CXCR4 antibody (PerCP/Cy5.5 anti-human CD184 clone 12G5; BioLegend) for 45 min 
on ice. Cells were washed, resuspended and analyzed through a LSR II flow cytometer (BD 
Biosciences) set to detect YFP and Alexa Fluor 647 or PerCP/Cy5.5. Data analysis was 
performed using BD FACSDiva software.  
 
Image acquisition and analysis. Briefly, HeLa cells were transfected and then seeded into a µ-
Dish (IBIDI, #81156). Two days after transfection, epifluorescence confocal microscopy images 
from single confocal sections (0.7 µm) were acquired at room temperature with an LSM 510 
Meta laser scanning confocal microscope (Zeiss) using a Plan Apochromat 100×oil-immersion 
objective. All images were acquired using identical parameters. The co-localization between the 
membrane and the YFP signal was determined using ImageJ software (NIH). First, a line 
crossing a YFP positive cell was drawn on the phase contrast image and the coordinates of the 
plasma membrane and the intracellular compartments were determined from the grey intensity 
profile along this line. The same line was then transposed to the YFP image and mean 
fluorescence intensity profiles along this line were obtained. Using the coordinates of the plasma 
membrane and the intracellular compartment, total YFP intensities were calculated and both the 
plasma membrane and inner cell intensities were expressed as a percentage of total intensity 
along the section in each condition  
 
In vitro phosphorylation assays. Phosphorylation assays were performed in vitro with 
recombinant bovine barr1 or barr2 (gift of Stéphane Laporte, McGill University) as a substrate 
(3 µg per assay) and recombinant active ERK1 (100 ng per assay, Millipore #14-439). The 
reaction products were subjected to sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE), and 32P incorporation was quantified using a Bio-Rad phosphorImager and Multi-
Gauge software. To calculate the phosphate to substrate ratio, [32P] incorporation in βarr1 or 
βarr2 was measured using a scintillation counter and normalized to the specific activity of 
[32P]ATP in the reaction. 
 
Immunoblotting. Cell lysates were subjected to SDS-PAGE on 10% acrylamide gels and 
electroblotted to polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes. Blocking, primary and 
secondary antibody incubations of immunoblots were performed in TBST (10 mM Tris, pH 7.4, 
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150 mM NaCl, and 0.1% Tween 20) supplemented with 5% (wt/vol) dry skim milk powder. 
Primary antibodies anti-HA, -myc, -Flag, -phospho-ERK1/2, -βarr1/2 were used according to 
the instructions from the manufacturer. Horseradish peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit 
and anti-mouse immunoglobulin Gs were used at a dilution of 1:5,000, and immunoreactive 
bands were detected using enhanced chemiluminescence. 
 
Sample Preparation and Trypsin Digestion for LC-MS/MS. The gel slices were washed with 
100% acetonitrile for 10 min followed by H2O for 20 min, this was repeated twice and the 
samples were dried using a speed vacuum. Proteins were reduced in 50 mM ammonium 
bicarbonate (pH 7.5) containing 10 mM DTT and incubated for 1 h at 56°C, followed by 
alkylation with 55 mM iodoacetamide for 1 h at 25ºC in the dark. The samples were washed and 
dried again as described above. Proteins were digested overnight with sequencing grade 
modified trypsin (enzyme:protein ratio of 1:50) at 37 °C. Peptides from the gel slices were 
extracted using 100% acetonitrile. The samples were then evaporated to dryness in a SpeedVac. 
 
Liquid Chromatography and Nanoflow LC-MS/MS. Peptides were injected into a nanoflow 
HPLC system (Eksigent, Thermo Fisher Scientific) for online reversed-phase chromatographic 
separation; peptides were loaded on 5 mm long trap column (inner diameter 300 µm) in buffer 
A (0.2% FA) and separated on 18 cm long fused silica capillary analytical column (inner 
diameter 150 µm), both packed with 3µm 200Å Magic C18 AQ reverse-phase material 
(Michrom). Peptides were eluted by an increasing concentration of buffer B (0.2% FA in ACN) 
– from 5 to 40% in 100 min. Following the gradient elution, the column was washed with 80% 
buffer B and re-equilibrated with 5% buffer B. Peptides were eluted into the mass spectrometer 
at a flow rate of 600 nl/min. The total run time was approximately 70 min, including sample 
loading and column conditioning. Peptides were analyzed using an automated data-dependent 
acquisition on a LTQ-Orbitrap Elite or Q Exactive mass spectrometer. For LTQ-Orbitrap Elite 
analysis, each MS scan was acquired at a resolution of 240,000 full width half maximum 
(FWHM) (at 400 m/z) for mass range 300-2,000 with the lock mass option enabled (m/z: 
445.120025) and was followed by up to 12 MS/MS data dependent scans on the most intense 
ions using collision induced activation (CID). Automatic gain control (AGC) target values for 
MS and MS/MS scans were set to 1e6 (max fill time 500 ms) and 1e5 (max fill time 50 ms) 
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respectively. The precursor isolation window was set to 2 with CID normalized collision energy 
of 35; the dynamic exclusion window was set to 60 seconds. For Q Exactive analysis, each MS 
scan was acquired at a resolution of 70,000 FWHM (at m/z 200) for mass range 300-2,000 and 
the 12 most intense peaks were fragmented in the HCD collision cell with normalized collision 
energy (NCE) of 25%. AGC target values for MS and MS/MS scans were set to 1e6 and the 
dynamic exclusion window was set to 15 seconds. 
 
MS Data Acquisition. MS data were analyzed using Mascot Distiller software and searched 
against the UniProtKB/Swiss-Prot protein knowledgebase release 2014_11 database 
(http://www.web.expasy.org) containing 547085 entries. For database searching, the enzyme 
specificity was set to trypsin with the maximum number of missed cleavages set to 2. The 
precursor mass tolerance was set to 10 ppm. Search criteria included a static modification of 
cysteine residues of +57.0214 Da; a variable modification of +15.9949 Da to include potential 
oxidation of methionines; and a modification of +79.966 on serine, threonine, or tyrosine for 
the identification of phosphorylation. Ion score cut-off and significance threshold p-values were 
set to 25 and 0.05, respectively. 
 
Data analysis and statistics. All graphs were generated and analyzed using GraphPad Prism 
(GraphPad Software Inc.). Data represented are the means ± SEM of a least three independent 
experiments. Statistical analysis was performed using either paired Student’s t-test when two 
values are compared or one-way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s post hoc test 
when more than two values are compared to the control. NS = not significant, * p < 0.05, ** p 
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Fig. 1. ERK/MAPK pathway activation reduces Gi activation and second messenger 
production as well as GRK2 and βarr2 translocation in response to CXCR4 activation.  
(A) Schematic representation of the BRET-based ligand-induced Gi activation assay. (B-C) 
CXCL12-promoted Gi activation measured by BRET in HEK293T cells co-transfected with 
HA-CXCR4, Gαi1-RlucII, Gβ1, Gγ2-GFP10, without (Control) or with either flag-Ras CA, flag-
Ras DN (B), flag-MEK CA or flag-MEK DN (C). BRET400-GFP10 between Gαi1-RlucII and 
Gγ2-GFP10 was measured after coel-400a addition, 3 minutes following the addition of 
CXCL12. Data are expressed as agonist promoted BRET (ΔBRET; see Fig. S1A). (D) 
Schematic representation of the Obelin-based Ca2+ mobilization assay. (E-F) CXCL12-
promoted intracellular calcium increase measured in HEK293T cells transfected with Obelin-
Cherry in the absence (Control) or presence of the indicated Ras and MEK mutants. 
Luminescence was measured every second for 60s after injection of CXCL12 or calcium 
ionophore A23187. Graph bar represent the area under the curve calculated from the kinetic 
curves (Fig. S1B). (G,J) Schematic representation of the BRET-based ligand-induced GRK2 
(G) and βarr2 (J) translocation. (H,I,K,L) CXCL12-promoted BRET was measured in HEK293T 
cells transfected with CXCR4-RlucII and GRK2-GFP10 (H,I) or βarr2-GFP10 (K,L), in the 
absence (Control) or presence of the indicated Ras and MEK mutants. BRET400-GFP10 
between CXCR4-RlucII and GRK2-GFP10 or βarr2-GFP10 was measured after coel-400a 
addition, 15 minutes following the addition of CXCL12. Data are expressed as agonist-
promoted BRET (ΔBRET; see Fig. S1C-D). In all cases, data shown represent the mean ± SEM 
of three independent experiments and were normalized to 100% of the control condition. 
Expression of CA or DN forms of flag-Ras or flag-MEK, total ERK1/2 and ERK1/2 activation 
status ((p)ERK1/2), was assessed by immunoblotting (representative experiments are shown at 
the bottom of the graphs). 
 
Fig. 2. ERK/MAPK pathway activation reduces cell surface expression of CXCR4.  
(A) Schematic representation of the receptor cell surface expression assay (PM, plasma 
membrane). (B,C) Cell surface CXCR4 levels were detected in HEK293T cells stably 
expressing HA-CXCR4-vYFP transfected without (Control) or with the indicated Ras and MEK 
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mutants. Cells were labeled with a primary anti-HA and secondary Alexa647-coupled chicken 
anti-mouse IgG antibodies, without permeabilization. Cell surface expression of HA-CXCR4-
vYFP, in the absence of CXCL12 stimulation, was measured by dual flow-cytometry. vYFP 
emission represents CXCR4 total expression whereas AlexaFluor647 emission represents 
CXCR4 plasma membrane expression. The relative cell-surface expression (ratio Alexa/vYFP 
mean emissions) is calculated from the YFP positive cell population and expressed as a 
percentage of the control condition. Data shown represent the mean ± SEM of three independent 
experiments. Expression of CA or DN forms of flag-Ras or flag-MEK, total ERK and ERK1/2 
activation status, ((p)ERK1/2), was assessed by immunoblotting (representative experiments are 
shown at the bottom of the graphs).  
 
Fig. 3. ERK/MAPK pathway activation leads to the redistribution of CXCR4 into 
intracellular vesicles (sequestration). CXCR4-YFP localization was assessed by fluorescence 
confocal microscopy in HeLa cells transfected with CXCR4-YFP, with or without the indicated 
Ras and MEK mutants. Black bar = 10µm. Intensity as a function of distance along a selected 
transversal section (red bar) was assessed using the ImageJ software. Plots generated from phase 
contrast images were used to identify the coordinates of the plasma membrane (PM) and the 
intracellular compartment of the cell. These coordinates are schematically indicated above the 
YFP intensity plots. Data shown are representative of more than twenty cells obtained from 
three independent experiments. Quantifications are presented in Fig. S2. 
 
Fig. 4. Acute pharmacological ERK/MAPK pathway activation blunts CXCR4 signaling 
by reducing receptor cell surface localization. (A) CXCL12-promoted barr2 translocation is 
measured by BRET in HEK293T cells transfected with CXCR4-RlucII and βarr2-GFP10. Cells 
were pretreated with PD184352 for 30 min prior to stimulation with EGF for 15min or PMA for 
30 min. BRET400-GFP10 between CXCR4-RlucII and βarr2-GFP10 was measured after coel-
400a addition 15 minutes following CXCL12 addition. (B) CXCR4 cell surface expression 
levels were assessed by dual flow cytometry in HEK293T cells stably expressing HA-CXCR4-
vYFP that were pretreated or not with PD184352 for 30 min prior to stimulation with EGF for 
15min or PMA for 30 min. (C) Kinetics of CXCR4 cell surface level reduction and ERK1/2 
activation following EGF or PMA treatments. (D) Kinetics of CXCR4 cell surface level 
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reduction and ERK1/2 activation in HEK293T cells transfected with HA-CXCR4-vYFP and 
myc-V2R pretreated or not with PD184352 for 30 min prior to stimulation with AVP for the 
indicated time. (E) CXCR4 cell surface expression level in SupT1 cells treated or not with EGF 
for 15min. In all cases, data shown represent the mean ± SEM of at least three independent 
experiments and are normalized to 100% of the control conditions. Total ERK1/2 and ERK1/2 
activation status, ((p)ERK1/2), were assessed by immunoblotting. 
 
Fig. 5. ERK/MAPK pathway activation blunts signaling by reducing cell surface 
expression of V2R and AT1R. cAMP accumulation (GFP10-EPAC-RLucII (A, left panel)), 
calcium mobilization (Obelin-Cherry, (B,C, left panel)), GRK2 recruitment (GRK2-GFP10, 
(A,B, center left panel)), βarr2 recruitment (βarr2-GFP10, (A,B center right panel; C, center 
panel)) were measured in HEK293T cells transfected with the indicated receptors (V2R (A), 
AT1R (B) or FP (C)), along with the appropriate biosensors in the absence (Control) or presence 
of the indicated MEK mutants. Cellular activities were measured by BRET, as in Fig.1, 
following the addition of AVP (A), AngII (B) or PGF-2 (C). Cell surface expression (A-C, right 
panel) was measured by dual flow cytometry in the absence of ligand stimulation as in Fig. 2. 
Data shown are the mean ± SEM of at least three independent experiments and were normalized 
to the control condition (100%).  
  
Fig. 6. ERK1/2-dependent βarr2 phosphorylation on S14 and T276 induces CXCR4 
intracellular sequestration. (A-C) CXCR4 cell surface expression was assessed by dual flow 
cytometry in WT MEFs or βarr1/2 KO MEFs transiently transfected with HA-CXCR4-vYFP, 
in the absence (Control) or presence of the indicated Ras mutants (A) with or without βarr1 
and/or βarr2 complementation (B,C). (D) Phosphorylation of βarrs was performed with 
recombinant bovine βarr1 or βarr2 as a substrate and recombinant active ERK1, in the presence 
of [γ32P]-ATP for 15 minutes. Gel was stained with Coomassie, and 32P incorporation was 
quantified using a PhosphorImager (left panel) or during a kinetics using scintillation counting 
(right panel). The data shown are representative of three independent experiments. (E,F) 
CXCR4 cell surface expression was assessed by dual flow cytometry in βarr1/2 KO MEFs 
transiently transfected with HA-CXCR4-vYFP, βarr2 WT or the indicated barr2 mutants, with 
or without Ras CA. Data shown represent the mean ± SEM of at least three independent 
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experiments and were normalized to the control condition (100%). Expression of βarr2 WT and 
mutants were assayed by immunoblotting. 
 
Fig. S1. CXCR4 activates Gi calcium mobilization as well as GRK2 and βarr2 recruitment 
to the receptor. (A) Gi activation measured by BRET in HEK293T cells transfected with HA-
CXCR4, Gαi1-RlucII, Gβ1, and Gγ2-GFP10. BRET400-GFP10 between Gαi1-RlucII and Gγ2-
GFP10 was measured after the addition of coel-400a in the absence (vehicle) or presence of 
CXCL12. (B) Cytoplasmic calcium was measured in HEK293T cells transfected with Obelin-
Cherry by measuring luminescence every second for 60 s after the injection of CXCL12 or 
calcium ionophore A23187. (C and D) GRK2 (C) and βarr2 (D) translocation was measured by 
BRET in HEK293T cells transfected with CXCR4-RlucII and GRK2-GFP10 (C) or βarr2-
GFP10 (D). BRET400-GFP10 between CXCR4-RlucII and GRK2-GFP10 or βarr2-GFP10 was 
measured after the addition of coel-400a in the absence (Vehicle) or presence of CXCL12. Data 
shown represent the mean ± SEM of three independent experiments. Ligand-induced BRET 
(ΔBRET) represents the difference between the basal BRET and the BRET values following 
ligand stimulation and is indicated by black arrows. ***P < 0.001. 
 
Fig. S2. Quantification of CXCR4 sequestration in the cytoplasmic compartment upon 
ERK1/2 activation. Intensity plots derived from 20 confocal fluorescence microscopy images 
obtained in three independent experiments (illustrated in Fig. 3) were analyzed to quantify 
CXCR4 localization at the cell membrane and inside the cell. Data shown represent the mean ± 
SEM of the 20 images and were normalized to the total fluorescence intensity (plasma 
membrane + intracellular compartment) set to 100% in each condition. 
 
Fig. S3. Ser14 and Thr276 residues of βarr2 are putative ERK1/2 phosphorylation sites. 
(A) LC-MS/MS of bovine βarr2: peptide VYTITPLLSNNR, MH+ 1469.721, m/z 735.8681, 
charge 2+. The characteristic peptide bond fragment ions, type b and y ions, are labeled. Eight 
microliters of sample were injected into a nanoflow Eksigent HPLC system for online C18 
reversed-phase chromatographic separation coupled to an LTQ-Orbitrap Elite or Q Exactive 
mass spectrometer. The mass spectrometer was operated in the data-dependent mode, in which 
a full-scan MS was followed by MS/MS scans of the three most abundant ions with 
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+2 to +4 charge states. (B) ERK1/2 putative phosphorylation sites Ser14 and Thr276. (Upper) 
Ribbon diagram of the βarr2 structure (PDB ID code 3P2D) depicted in orange. Putative sites 
for ERK1/2 phosphorylation (Ser14 and Thr276) are shown as spheres with carbon and oxygen 
atoms colored cyan and red, respectively. (Lower) Close-up of the structural environment of 
Ser14 and Thr276 putative phosphorylation sites. Side-chains of the amino acids in direct 
proximity of each site (within 4 Å) are highlighted in green and are shown as sticks and gray 
dots to represent their volume, illustrating the relative accessibility of each phosphorylation site. 
(C) Conservation between species of the three putative ERK1/2 phosphorylation sites in βarr2. 
(D) Conservation between human βarr1 and human βarr2 of the three putative ERK1/2 
phosphorylation sites identified in βarr2. 
 
Fig. S4. βarr2 nonphosphorylatable and phosphomimetic mutants are both recruited to 
CXCR4 upon CXCL12 stimulation. BRET titration curves were performed in HEK293T cells 
transfected with a constant amount of CXCR4-RlucII and increasing amounts of βarr2 (WT, 
ST/2A, or ST/2D)-GFP10. BRET400-GFP10 between CXCR4-RlucII and βarr2 (WT, ST/2A, 
or ST/2D)-GFP10 was measured after the addition of coel-400a, 15 min following the addition 
of CXCL12. The table gives the BRET50 and the BRETmax of each condition extrapolated 
from the nonlinear regression fits. Data are expressed as agonist-promoted BRET (ΔBRET; Fig. 
S1D); the curves shown are derived from individual titration curves that are representative of 
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Résumé 
En plus de son rôle dans la désensibilisation et l’endocytose des RCPG, le recrutement 
de b-arrestine au récepteur stimulé par un ligand active des cascades de signalisation non-
canoniques. Faire la distinction entre la contribution relative du recrutement de b-arrestine au 
récepteur, ou de l’endocytose dépendante de b-arrestine dans l’activation de ces voies de 
signalisation par le récepteur, est limité par le manque d’outils analytiques sélectifs. Dans cette 
étude, en combinant criblage virtuel et essais cellulaires, nous avons identifié une petite 
molécule qui inhibe de manière sélective l’interaction entre b-arrestine et la sous-unité b2-
adaptine de la protéine adaptatrice de liaison à la clathrine AP2, ceci sans interférer avec la 
formation du complexe récepteur/b-arrestine. Cet inhibiteur sélectif de l’interaction b-
arrestine/b2-adaptine (Barbadin) bloque l’endocytose induite par l’agoniste des récepteurs 
prototypiques b2AR, V2R et AT1R, mais n’a pas d’effet sur l’endocytose des récepteurs 
internalisant indépendamment de b-arrestine (transferrine), ou d’AP2 (ETAR). De manière 
intéressante, Barbadin bloque intégralement l’activation de ERK1/2 suite à la stimulation du 
récepteur V2R, et réduit l’accumulation d’AMPc promue par V2R et b2AR. Ces résultats 
supportent le concept d’une signalisation dépendante de b-arrestine/AP-2, à la fois pour les voies 




Contributions   
Dans cette étude, j’ai contribué au design expérimental et à la génération d’une partie 
substantielle des résultats incluant : les expériences de thermostabilité de b2-adaptine (en 
collaboration avec F. Heydenreich et D. Veprintsev), la mesure de l’endocytose des récepteurs 
en EbBRET et en microscopie par BRET (en collaboration avec H. Kobayashi), la comparaison 
de Barbadin avec différents analogues commerciaux, les essais de réversibilité du composé, les 
mesures d’activation de la protéine G, la cinétique d’endocytose du récepteur à la transferrine, 
la comparaison entre l’efficacité d’inhibition de l’endocytose par le composé Dyngo-4a et 
Barbadin, et certains des essais mesurant l’interaction entre b-arrestine-1/2 et b2-adaptine par 
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In addition to G protein-coupled receptor (GPCR) desensitization and endocytosis, b-arrestin 
recruitment to ligand-stimulated GPCRs promotes non-canonical signaling cascades. 
Distinguishing the respective contributions of b-arrestin recruitment to the receptor and b-
arrestin-promoted endocytosis in propagating receptor signaling has been limited by the lack of 
selective analytical tools. Here, using a combination of virtual screening and cell-based assays, 
we have identified a small molecule that selectively inhibits the interaction between b-arrestin 
and the b2-adaptin subunit of the clathrin adaptor protein AP2 without interfering with the 
formation of receptor/b-arrestin complexes. This selective b-arrestin/b2-adaptin inhibitor 
(Barbadin) blocks agonist-promoted endocytosis of the prototypical b2-adrenergic (b2AR), V2-
vasopressin (V2R) and angiotensin-II type-1 (AT1R) receptors, but does not affect b-arrestin-
independent (transferrin) or AP2-independent (endothelin-A) receptor internalization. 
Interestingly, Barbadin fully blocks V2R-stimulated ERK1/2 activation and blunts cAMP 
accumulation promoted by both V2R and b2AR, supporting the concept of b-arrestin/AP2-






Beta-arrestins (β-arrestin1 and β-arrestin2) play central roles in the mechanisms regulating G 
protein-coupled receptor (GPCR) signaling and trafficking1, 2. The recruitment of β-arrestin to 
phosphorylated activated GPCRs at the plasma membrane following sustained agonist 
stimulation, promotes desensitization by functionally uncoupling the activated receptors from 
their heterotrimeric G proteins3. Complexes formed between ligand-occupied GPCRs and β-
arrestin are then directed to the endocytic machinery, leading to their interaction with clathrin 
and its adaptor protein AP2, followed by the internalization of the receptors4, 5, 6. Once 
internalized and targeted to early endosomes, receptors can either be recycled back to the plasma 
membrane or targeted toward lysosomal degradation. The fate of the endocytosed receptors has 
been inferred to depend largely on the stability of the interaction between the internalized 
receptor and b-arrestin7; where the more labile complexes lead to rapid recycling of receptor, 
whereas more stable interactions prevent recycling and favor receptor degradation. Although 
endocytosis was first linked to receptor desensitization and resensitization, more recent evidence 
suggest that internalized receptors can engage in various signaling activities8, 9. For instance, 
endocytosis has been linked to the b-arrestin-dependent activation of mitogen-activated protein 
kinases (MAPK)10 and the sustained activation of adenylyl-cyclase by some receptors11, 12, 13. 
Despite the well-established contribution of b-arrestins in various steps of receptor trafficking 
and signaling, spatial and temporal causative links between these responses have remained 




Several endocytic paths have been described for GPCRs, including both clathrin-dependent and 
-independent events14, 15, with the vast majority of GPCRs undergoing β-arrestin-dependent, 
clathrin-mediated endocytosis. Upon binding to agonist-bound receptor, β-arrestin undergoes a 
major conformational change, adopting an active conformation that is characterized by the 
release of its C-terminus, which is buried in its polar core16. The exposed β-arrestin C-tail 
constitutes an accessible site (DxxFxxFxxxR motif) for the binding of the β2-adaptin subunit of 
the AP2 complex, which directs the receptor/β-arrestin complexes into maturing clathrin-coated 
pits (CCPs)17, 18. A tripartite interaction exists between β-arrestin, AP2 and clathrin in CCPs (i.e. 
each protein involved in a direct interaction with the other two proteins) and the interaction 
between β-arrestin and AP2 is an important initial step in localizing GPCRs into the CCP, 
following agonist stimulation17. The structural determinants for β-arrestin and AP2 interaction 
have been well-defined17, 19, and more recently validated by a co-crystal between the β2-adaptin 
subunit of AP2 and a peptide fragment of β-arrestin1 C-terminus20. Most of our knowledge 
concerning GPCR endocytosis and b-arrestin-dependent signaling has been gained through 
mutagenesis and protein depletion studies in particular for b-arrestins, which would 
indiscriminately affect recruitment of b-arrestin to receptors, desensitization, endocytosis and 
b-arrestin-mediated signaling21, 22, 23. Specific pharmacological probes targeting b-arrestin/AP2 
complexes would be invaluable for determining the role of this complex and clathrin-mediated 
endocytosis in GPCR signaling.  
 
In this light, we have used a virtual screening approach to identify specific inhibitors of b-
arrestin/AP2 complexes. For this purpose, we took advantage of a well-defined groove within 
the b2-adaptin ear platform subdomain, which accommodates the carboxyl-tail of b-arrestin20, 
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hence providing a putative site for a small molecule interfering with the b-arrestin/AP2 
interaction. Based on this structural insight, we combined virtual screening with a sensitive 
bioluminescence resonance energy transfer (BRET)-based assay24 to identify and validate novel 
inhibitors of the b-arrestin/b2-adaptin interaction. From five compounds found to modulate the 
b-arrestin/b2-adaptin interaction, two were inhibitors and one of them, which we named 
Barbadin (b-arrestin/b2-adaptin interaction inhibitor), was further characterized and used as a 





Screening for a β-arrestin/β2-adaptin interaction inhibitor 
To identify candidate inhibitors of the β-arrestin/β2-adaptin interaction, we first performed a 
structure-based virtual screen through the use of molecular docking calculations (Fig. 1a, and 
methods). We took advantage of the available coordinates of the crystal structure of a complex 
between the β2-adaptin ear domain of the clathrin adaptor protein AP2 and a C-terminal peptide 
of β-arrestin1 (PDB entry 2IV8)20. In this complex, the β-arrestin peptide is situated in a groove 
located in the β2-adaptin ear platform subdomain, where Phe-388, Phe-391 and Arg-395 from 
β-arrestin1 interact with key Glu-849, Tyr-888 and Glu-902 residues of β2-adaptin. The virtual 
screen was performed using a region of the b2-adaptin ear platform that included the entire 
binding groove as the target, and the Myriascreen diversity collection of 10,000 compounds 
selected for their structural diversity and drug-likeness from an original chemical library of 
300,000 molecules. Subsequently to docking calculations, the poses of the best-ranked 
molecules based on predicted binding energy (196 compounds) were visually inspected to select 
the candidates that make favorable interactions with residues from the β2-adaptin groove, 
reported to be critical for β-arrestin binding19. Among these best candidates, 52 compounds were 
selected based on availability criteria. The list of these compounds with their acquisition number 
is presented in Supplementary Table 1.  
 
To assess the ability of the 52 compounds to affect the b-arrestin/b2-adaptin interaction, we 
used a BRET-based assay that directly monitors the interaction between these two proteins 
following agonist-stimulation of GPCRs24. The vasopressin type-2 receptor (V2R), that was 
 
139 
previously shown to promote a large BRET increase between β-arrestin1-RlucII and β2-adaptin-
YFP upon arginine vasopressin (AVP) stimulation24 (Fig. 1b), was chosen as receptor model 
for the screen. Before assessing the ability of the 52 compounds to modulate the BRET between 
β2-adaptin-YFP and β-arrestin1-RlucII, we verified whether the molecules could spectrally 
interfere with BRET measurements. When tested in HEK293 cells overexpressing either the β-
arrestin1-RlucII or the β2-adaptin-YFP alone, 11 of the 52 compounds that had a significant 
effect on either luminescence or fluorescence signals were discarded (Supplementary Fig. 1). 
The remaining 41 compounds were tested in live cells, using the aforementioned BRET-based 
assay in which the V2R, β2-adaptin-YFP and β-arrestin1-RlucII were co-expressed. As shown 
in Fig. 1c, five compounds significantly modulated the AVP-promoted BRET. Compounds #14, 
#19 and #20 potentiated, whereas compounds #33 and #42 inhibited the AVP-promoted BRET 
between β2-adaptin-YFP and β-arrestin1-RlucII. Compounds #14, #19 and #20 might favor the 
interaction between b-arrestin1 and b2-adaptin, or modify the complex in a way that brings the 
YFP and RlucII moieties closer, or in an orientation which is more permissive for energy 
transfer. Although they may be interesting molecules in their own rights, we focused on 
characterizing compounds #33 and #42 because we sought to identify inhibitors of the β2-
adaptin/β-arrestin complex.  
 
To assess the potency of these compounds, concentration-response curves of the inhibitory 
actions of the compounds on the V2R-stimulated b-arrestin/b2-adaptin interaction were carried 
out. In addition to compounds #33 and #42, compound #1 was included in the analysis as a 
negative control (Fig. 2a-c). As expected, #1 was completely inactive even at the highest 
concentration used (Fig. 2a), whereas both #33 and #42 showed concentration-dependent 
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inhibitory responses. While #33 had a low potency (>50 µM) that was difficult to estimate with 
precision due to incomplete inhibition curve (Fig. 2b), #42 showed a well-defined sigmoidal 
inhibitory curve yielding an estimated IC50 of 19.1 µM for b-arrestin1 (Fig. 2c) and 15.6 µM 
for b-arrestin2 (Supplementary Fig. 2a). Compound #42, which structure is shown in Fig. 2d, 
represented a validated hit for a potential inhibitor of the complex and hence named Barbadin 
(for β-arrestin/β2-adaptin inhibitor), and further characterized at the expense of #33 that 
showed lower potency. First, the reversible mode of action of Barbadin was assessed by 
incubating cells with Barbadin for 30 min and monitoring BRET between b2-adaptin and b-
arrestin1 following, or not, extensive wash before AVP stimulation. As shown in 
Supplementary Fig. 2b, the washing procedure completely prevented the action of Barbadin 
demonstrating its reversibility. 
 
To further investigate the potential binding mode of Barbadin on AP2, we examined the docking 
poses obtained for this compound. The docking calculations resulted in a single best pose, based 
on its prevalence among the possible solutions and the lowest binding energy that positioned 
Barbadin within the groove of the β2-adaptin platform subdomain (Fig. 2e). The benzylphenyl 
moiety of Barbadin tightly fits a hydrophobic pocket lined mainly by Phe-837, Leu-838, Ile-
876, Ala-877 and Tyr-888, via a set of non-polar and p- p aromatic interactions. 
Superimposition of the docking pose of Barbadin with the β2-adaptin/β-arrestin C-tail co-crystal 
structure suggests that both phenyl rings of Barbadin are adopting very similar binding modes 
as both b-arrestin’s key Phe-391 and Phe-395 residues (Fig. 2f). The thieno-pyrimidinone 
moiety interacts through p- p aromatic interactions with Trp-841, and also through a network 
of two hydrogen bonds involving Tyr-888 and Glu-902 (Fig. 2e), two residues of β2-adaptin 
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shown to be critical for the binding of b-arrestin19. In order to investigate the role of the 
benzylphenyl moiety in Barbadin’s inhibitory activity, we conducted a preliminary structure-
activity relationship study with four analogues of Barbadin. As shown in Supplementary Fig. 
3, a branched aliphatic and/or extended phenyl group on Barbadin’s thieno-pyrimidinone core 
is essential for its inhibitory action, consistent with the docking pose.  
 
Additionally, to assess the direct binding of Barbadin to β2-adaptin we performed a thermal-
shift assay (TSA) using purified appendage domain of β2-adaptin (β2-appendage, amino-acids 
with sequence: 700-937). The stability curves obtained in Fig. 2g show that, similarly to a 20-
mer β-arrestin C-tail peptide known to bind to the β-appendage20, Barbadin promoted a dose-
dependent rightward shift of the melting temperature consistent with a stabilization of the β-
appendage due to the direct binding of the compound.  
 
Barbadin selectively inhibits the β-arrestin/AP2 interaction 
To rule out the possibility that Barbadin interferes directly at the level of the V2R, we assessed 
its effect on the b-arrestin1/b2-adaptin interaction by BRET, promoted by two additional 
GPCRs, the b2-adrenergic receptor (b2AR) and the angiotensin-II type-1 receptor (AT1R) (Fig. 
3a-c). As was the case for the V2R, Barbadin inhibited the BRET between b-arrestin1-RlucII 
and b2-adaptin-YFP promoted by the activation of both receptors. The β2AR was selected 
because it differs from the V2R and AT1R in its mode of interaction with the β-arrestins7. The 
β2AR is classified as a class A receptor, interacting transiently with β-arrestins and rapidly 
recycling back from the endosomes to the cell surface, whereas V2R and AT1R are class B 
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receptors forming tighter receptor/b-arrestin complexes that reside for longer times in 
endosomes before being targeted to lysosomal degradation. These observations strongly suggest 
that the inhibition occurs at the level of the b-arrestin/b2-adaptin interaction and is not a receptor 
specific effect. 
 
We next evaluated the mode of action of Barbadin by testing its effect on the other isoform of 
b-arrestin, β-arrestin2, that is highly homologous to b-arrestin1 and would be predicted to 
interact with b2-adaptin in a similar manner. As shown in Fig. 3a-c, Barbadin significantly 
inhibited the interaction between β2-adaptin and both b-arrestins after stimulation of V2R, 
β2AR or AT1R. Moreover, the extent of inhibition was comparable, in all cases Barbadin 
inhibiting the BRET signal by ≈ 50%. The higher agonist-promoted signal observed for b-
arrestin2 versus b-arrestin1 upon b2AR stimulation, compared to the similar signals measured 
for both b-arrestin isoforms following V2R or AT1R stimulation, is consistent with the notion 
that class A, but not class B receptors bind β-arrestin2 with greater avidity than b-arrestin17, 24.  
 
To further assess whether Barbadin acts by selectively inhibiting the interaction between β2-
adaptin and β-arrestin, and not by inhibiting the recruitment of b-arrestin to GPCRs, the effect 
of Barbadin was also tested on the time-dependent AVP-promoted BRET between either β2-
adaptin-YFP and β-arrestin1-RlucII or V2R-YFP and β-arrestin1-RlucII (Fig. 3d and e). 
Barbadin strongly inhibited AVP-promoted BRET between b-arrestin1 and b2-adaptin but was 
without effect on the V2R/b-arrestin1 BRET induced upon AVP stimulation, thus confirming a 
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selective action on the b-arrestin/b2-adaptin complex. Similar results were obtained for the class 
A b2AR (Supplementary Fig. 4a,b). 
 
Fluorescence confocal microscopy confirmed that Barbadin did not inhibit the recruitment of b-
arrestin2 to the plasma membrane upon V2R activation (Supplementary Fig. 4c). In fact, co-
localization of V2R and b-arrestin2 at the plasma membrane was more readily detected 
following Barbadin treatment as compared to control conditions, consistent with the notion that 
it does not affect receptor/b-arrestin interaction but that it inhibits internalization of receptor/b-
arrestin complexes, hence increasing their accumulation at the plasma membrane.  
 
The specificity of the effect of Barbadin on the endocytic complex formation was also validated 
by co-immunoprecipitation and GST pull-down experiments. Figure 3f illustrates that Barbadin 
significantly inhibited AVP-promoted co-immunoprecipitation between endogenous b-adaptins 
and b-arrestin1/2 but did not affect the association with Epsin, a protein interacting with lower 
affinity than b-arrestin at a different site on b2-adaptin’s ear platform subdomain25. Similarly, 
Barbadin significantly inhibited the ability of GST-b2-adaptin to pull-down b-arrestin1 (Fig. 
3g) but had no effect on the pull-down of clathrin, which is known to interact at b2-adaptin sites 
(the hinge region and the ear b-sandwich subdomain) that is distinct from the interaction site of 
b-arrestin. Taken together, these results indicate that Barbadin selectively blocks the interaction 





Barbadin inhibits the β-arrestin/AP2-dependent GPCR endocytosis 
Because the interaction between b-arrestins and b2-adaptin is important for initiating receptor 
internalization, we next sought to determine whether Barbadin could be used as a 
pharmacological tool, to block the ligand-promoted endocytosis of GPCRs. For this purpose, 
we used enhanced bystander BRET (ebBRET) trafficking sensors allowing to monitor both 
receptor disappearance from the plasma membrane (CAAX-rGFP sensor, Fig. 4a) and their 
accumulation in early endosomes (FYVE-rGFP, Fig. 4e) in spectrometric and microscopy-
based assays26. As shown in Fig 4a-h, Barbadin blocked the time-dependent agonist-induced 
loss of V2R, b2AR, and AT1R from the cell surface (Fig. 4b-d), and consequently prevented 
their appearance into early endosomes (Fig. 4f-h), demonstrating that it acts as an efficient 
endocytosis inhibitor. Notably, the IC50 for the inhibitory action of Barbadin on endocytosis are 
similar to those observed for its action on the b-arrestin/AP2 interaction (Fig. 2c and 
Supplementary Fig. 2a), consistent with its mode of action (Supplementary Fig. 5a-h). The 
effect of Barbadin on endocytosis was further confirmed using BRET-microscopy allowing to 
image receptor localization at the plasma membrane (Fig. 4i and Supplementary Fig. 5i), and 
in early endosomes (Supplementary Fig. 5j), coherent with the spectrometric measurements 
(Fig. 4b-d,f-h). 
 
To orthogonally validate the BRET-based endocytosis measurements, we used flow-cytometry 
(FACS) with double-tagged receptors where a HA epitope and a Venus fluorescent protein 
(vYFP) are fused to amino- and carboxy-termini respectively, allowing to monitor both cell 
surface (HA immunofluorescence) and total receptor (vYFP fluorescence) expression27. As 
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shown in Fig. 5a-c, agonist stimulation of cells expressing either the V2R or b2AR led to a 
time-dependent disappearance of cell surface signals corresponding to agonist-promoted 
endocytosis. Barbadin significantly inhibited FACS-monitored endocytosis to extents 
comparable to Pitstop2 and Dyngo-4a, two known inhibitors of both clathrin-dependent and 
independent endocytosis28,29, 30(Fig. 5a-c). Since both b2AR and V2R are known to undergo b-
arrestin and b2-adaptin-dependent endocytosis, the effect of Barbadin on agonist-promoted 
endocytosis is likely explained by the inhibitory action of Barbadin on the b-arrestin/b2-adaptin 
interaction. To further validate this mode of action, we used the type A endothelin receptor 
(ETAR) that undergoes b-arrestin-dependent but clathrin-independent endocytosis into 
caveolae31, and which involves the recruitment of b-arrestin to the receptor without engagement 
of AP224. As predicted from its proposed mode of action, Barbadin did not inhibit endothelin-
promoted ETAR endocytosis (Fig. 5d). In contrast, Pitstop2 significantly blocked agonist-
stimulated ETAR endocytosis consistent with its clathrin-independent action29. To further assess 
Barbadin selectivity, we tested its effect on transferrin endocytosis occurring through clathrin-
coated pits and involving the transferrin receptor (TfR), a non-GPCR that interacts directly with 
AP2 independently of b-arrestin32. Barbadin did not significantly inhibit the internalization of 
transferrin at any of the time points examined, whereas it was blocked by Pitstop2 as early as 2 
minutes after stimulation (Fig. 5e,f). The ability of Barbadin to block the endocytosis of natively 
expressed GPCR was also confirmed by monitoring the agonist-promoted loss of AT1R from 
cell surface using radio-ligand binding in vascular smooth muscle cells (Supplementary Fig. 





To gain insight on the inhibitory properties of Barbadin on clathrin-mediated internalization of 
GPCRs, we next examined the sub-cellular distribution of b-arrestin, AP2 and clathrin by 
confocal fluorescence microscopy in V2R-expressing cells (lacking endogenous b2-adaptin to 
facilitate the incorporation of CCPs-labeled b2-adaptin into AP2 complexes, Supplementary 
Fig. 7a) transfected with β-arrestin2-mCherry, β2-adaptin-CFP and clathrin-light-chain-YFP. 
As shown in Fig. 6a, under basal conditions b2-adaptin and clathrin colocalized in CCPs, 
whereas b-arrestin is diffuse in the cytosol. Upon AVP stimulation, b-arrestin translocates to 
CCPs where it colocalizes with b2-adaptin and clathrin. A pre-treatment of 30 min with 
Barbadin did not disrupt the CCPs nor prevented the translocation of b-arrestin to pits (Fig. 6b). 
In fact, Barbadin led to an increase in b-arrestin/b2-adaptin colocalization (Supplementary Fig. 
7b,c) that was even more evident upon longer agonist stimulation (Fig. 6c,d). The maintenance 
of the CCPs integrity upon Barbadin treatment is consistent with our previous biochemical data 
showing that Barbadin has no significant effect on the binding of clathrin to β2-adaptin (Fig. 
3g). The observation that b-arrestin translocation to the plasma membrane is not inhibited by 
Barbadin is also in agreement with our BRET data demonstrating that Barbadin does not 
interfere with the recruitment of b-arrestin to V2R (Fig. 3e) or b2AR (Supplementary Fig. 4b). 
Although, the lack of obvious inhibition of b-arrestin and b2-adaptin colocalization by Barbadin 
appears counter-intuitive considering it blocks the interaction between these two proteins, the 
localization of b-arrestin to the pits does not result exclusively from its interaction with b2-
adaptin. Indeed, many other protein-protein interactions have been implicated in stabilizing 
GPCR/b-arrestin complexes at the PM and into CCPs, including direct binding of b-arrestin’s 
N-terminal domain33 to the µ-subunit of AP2 and an indirect clathrin-mediated link between 
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AP2 and b-arrestin’s C-terminal domain34, 35. Therefore, the persistence of b-arrestin in CCPs 
and its colocalization with AP2 in presence of Barbadin most likely reflects b-arrestin’s ability 
to directly interact with other components of the CCPs in particular clathrin itself bringing it in 
close proximity to b2-adaptin, resulting in colocalization, without a direct interaction. To further 
test this possibility, we took advantage of a mutant form of b-arrestin lacking the major site of 
interaction with clathrin (b-arrestin2- DClath). As shown in Supplementary Fig. 7d, although 
b-arrestin2-DClath was still recruited into CCPs, where it largely colocalized with b2-adaptin 
upon AVP stimulation, Barbadin treatment resulted in a marked reduction of b-arrestin2-DClath 
clustering in these CCPs as can be seen by its more diffuse distribution at, or near, the PM, and 
the reduced colocalization of the mutant b-arrestin with b2-adaptin. These findings are 
consistent with the notion that even though the interaction between b-arrestin and AP2 plays a 
critical role for clustering receptor/b-arrestin complexes in CCPs, other interactions such as the 
ones with clathrin are also important, and that inhibiting only one of them is insufficient to 
prevent its targeting to CCPs. Yet, Barbadin clearly inhibited the traffic of b-arrestin from the 
plasma membrane to endosomes that is seen upon sustained agonist stimulation of receptor (Fig. 
6c). This suggests that destabilizing the interaction between the b2-adaptin and b-arrestin with 
Barbadin delays CCPs-mediated internalization kinesis. 
 
Barbadin modulates GPCR signaling 
Several studies have suggested a role for b-arrestin and/or endocytosis in downstream signaling. 
Since Barbadin blocks b-arrestin/b2-adaptin interaction and the subsequent endocytosis without 
affecting the recruitment of b-arrestin to the receptor (Fig. 3d), it represents a unique tool to 
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selectively assess the role of b-arrestin-b2-adaptin-dependent endocytosis in signaling. Given 
that b-arrestin-mediated endocytosis has been proposed to contribute to the activation of the 
MAPK by many GPCRs36, 37 including the V2R for which the ERK1/2 activation in HEK293 
cells is entirely barr-dependent38, we assessed the effect of Barbadin on the V2R-stimulated 
ERK1/2 activity. As shown in Fig. 7a,c, Barbadin completely blocked the AVP-stimulated 
ERK1/2 activation. This effect was selective since Barbadin did not block EGF-stimulated 
ERK1/2 (Fig. 7b,c). These data indicate that the engagement of b2-adaptin by b-arrestin is 
essential for the b-arrestin-dependent activation of ERK1/2 by V2R and are consistent with a 
role for endocytosis in this signaling cascade. When considering the G-protein-dependent 
signaling cascades such as the activation of adenylyl cyclase, the b-arrestin-promoted 
endocytosis has been proposed to contribute both to the desensitization-resensitization cycle2, 39 
as well as sustained endosomal Gs signaling11, 12, 13. As shown in Fig. 7d,e, Barbadin 
significantly blunted the time-dependent increase in cAMP production promoted by the agonist 
stimulation of either V2R or b2AR. This effect was concentration-dependent yielding an IC50 
of ~7.9 µM (Fig. 7g,h) which is consistent with the potency of Barbadin to inhibit the b-
arrestin/b2-adaptin interaction (Fig. 2c). The selectivity of action is confirmed by the lack of 
effect of Barbadin on the forskolin-stimulated cAMP production (Fig. 7i) or the activation of 
Gs as measured by BRET40 (Fig. 7f). Such inhibition of the b2AR-stimulated cAMP production 
could result from the lack of recycling of resensitized receptor to the plasma membrane that 
normally follows endocytosis. However, the latter explanation is unlikely because, in contrast 
to b2AR, V2R does not recycle back to the plasma membrane following endocytosis, and 
therefore this process would not contribute to the inhibition of V2R-stimulated cAMP 
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production observed here. These results therefore indicate, as was recently suggested for some 
receptors, that inhibition of endocytosis may prevent the adenylyl cyclase signaling that persists 






The present study led to the identification of the first chemical probe that specifically inhibits 
the interaction between b-arrestin and the b2-adaptin subunit of AP2. We validated the 
important role of this interaction for receptor endocytosis by demonstrating that Barbadin blunts 
clathrin-mediated endocytosis of three prototypical GPCRs (b2AR, V2R and AT1R) without 
interfering with the translocation of b-arrestin to the receptor, nor with the interaction of AP2 
with other components of the endocytic machinery. When used to dissect the role of the b-
arrestin/AP2 interaction in GPCR signaling, Barbadin was found to inhibit the activation of 
ERK and cAMP production elicited by receptor stimulation, demonstrating that the b-
arrestin/AP2 complex plays a role not only in receptor trafficking but also in signaling.  
 
This work also illustrates that virtual screening can successfully identify small molecule 
inhibitors of protein-protein interactions. Despite the fact that identifying protein-protein 
interface inhibitors remains challenging due to the large surfaces of these interfaces and their 
planar architecture, a number of successes have now been reported for protein complexes 
bearing favorable quaternary architectures41, 42. In this context, the fact that the groove 
delineating the b-arrestin binding site on the b2-adaptin ear platform subdomain is well-
defined19, 20 undoubtedly contributed to conduct reliable docking calculations that led to the 
identification of a validated inhibitor. 
 
The docking pose and thermal-shift assay experiments suggest that Barbadin binds directly to 
the platform domain of b2-adaptin and relies on residues that are also involved in the interaction 
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with b-arrestins.  Indeed, the role of the benzyl-phenyl moiety of Barbadin in mimicking Phe388 
and Phe391 of b-arrestin for binding b2-adaptin, is supported by the observations that analogues 
lacking one of the two phenyl ring (analogues A, B and compound 43) or altering the distance 
and flexibility between these rings (analogue C) showed lower inhibitory action on the b-
arrestin/b2-adaptin interaction. Consistent with such a mode of binding that competes for the 
binding of b-arrestin C-tail to the platform domain of b2-adaptin, Barbadin inhibited the 
interaction between b2-adaptin and b-arrestin in a reversible manner without affecting the 
recruitment of b-arrestin to the receptor. Such selectivity may not be surprising given that the 
targeted domain of interaction between AP2 and b-arrestin is remote from the polar core of b-
arrestin that interacts with the receptors16, 43. Furthermore, as the engagement of AP2 by b-
arrestin follows the recruitment of b-arrestin to the receptors24, blocking AP2 binding would not 
be predicted to influence the initial b-arrestin binding to the receptor. The topologically driven 
selectivity of Barbadin is also illustrated by its lack of effect on the interaction between b2-
adaptin and other components of the CCPs such as clathrin and Epsin, which bind distinct sites 
on b2-adaptin compared with b-arrestin. Consistent with the selectivity of Barbadin, the 
formation of CCPs is not disturbed as demonstrated by co-localization of AP2 and clathrin. 
   
As predicted by its inhibitory action on the b-arrestin/b2-adaptin interaction, Barbadin 
significantly inhibited receptor endocytosis as quantified by flow-cytometry and BRET, and 
imaged by fluorescence microscopy experiments monitoring V2R and b-arrestin cell surface 
localization. Although Barbadin did not affect the recruitment of b-arrestin to the plasma 
membrane upon V2R stimulation, it prevented its subsequent trafficking to endosomes. This 
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inhibition resulted in a large fraction of the b-arrestin accumulating at the cell surface and co-
localizing with AP2 and clathrin in CCPs. This finding suggests that the b-arrestin-dependent 
accumulation of V2R-cargo into forming CCPs is a multi-step process involving numerous 
interactions with structural and endocytic accessory proteins of the coat (Fig. 8). Interestingly, 
it also suggests that b-arrestin interaction with b2-adaptin is essential in the maturation of 
clathrin-coated vesicle-mediated internalization (e.g. accumulation of the V2R/b-arrestin 
complex into clathrin-coated vesicles at plasma membrane and their final invagination). In that 
respect, the effect of Barbadin is reminiscent of the expression of an AP2 complex lacking the 
appendage domain of a-adaptin—which like the b-appendage that binds b-arrestin for initiating 
GPCR endocytosis, also recruits other regulatory/accessory proteins on its platform domain for 
the internalization of other classes of receptors —where it prevented the maturing and 
invagination of CCPs 13, 44. The fact that Barbadin did not prevent the clustering of receptor/b-
arrestin complexes in CCPs is not unexpected (Fig. 6a-c), considering that b-arrestin also forms 
low affinity interactions with clathrin through its carboxy-tail45, and with AP2 via its µ2 subunit 
through b-arrestin’s N-terminal domain46. Indeed, when preventing the former interaction, the 
inhibitory effect of Barbadin for clustering receptor/b-arrestin complexes in CCPs was more 
readily observed. The robust Barbadin-promoted inhibition of both agonist-promoted BRET 
between b2-adaptin-YFP and b-arrestin-RlucII, as well as endocytosis for the b2AR, V2R and 
AT1R support previous observations demonstrating that the interaction between the carboxyl 
tail of b-arrestin and the b2-adaptin subunit of AP2 is preponderant in the initial steps of agonist-
promoted internalization of many GPCRs17. The selective action of Barbadin on endocytosis 
processes mediated by the b-arrestin/AP2 complex was supported by its lack of effect on the 
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ligand-independent and ligand-promoted internalization of transferrin and endothelin-1 
receptors, respectively, which are b-arrestin- and AP2-independent24, 31, 32. The demonstration 
that Barbadin blocks receptor endocytosis, not only in engineered cells heterologously 
expressing GPCRs but also in vascular smooth cells endogenously expressing AT1R, paves the 
way for its use to assess the role of the b-arrestin/b2-adaptin complexes in native systems. 
 
The observed effects of Barbadin on the ERK1/2 and cAMP signaling activities of the receptors 
confirm the role played by endocytosis in the control of specific GPCR signaling modalities 9, 
11, 12 and more particularly unambiguously demonstrate the essential, but perhaps 
underappreciated, role of the b-arrestin/AP2 interaction in this process. Barbadin completely 
blocks the V2R-stimulated ERK1/2 activation confirming the role of b-arrestin in this signaling 
pathway for V2R38, but the result also points to a central role of endocytosis- and CCPs-
mediated activation of MAPK by the receptor/b-arrestin complex. This finding is consistent 
with the emerging role of b-arrestin in CCPs for MAPK signaling, which was described for the 
Bradykinin B2 receptor and recently shown for the b1-adrenergic receptor47, 48. Thus, inhibition 
of b-arrestin signaling in both CCPs and endosomes (because Barbadin prevented the trafficking 
of receptor/β-arrestin complexes to these intracellular compartments) most likely contributes to 
the total blockade of V2R-mediated activation of ERK1/2 by Barbadin. This inhibitory action 
of Barbadin on ERK1/2 activation cannot be attributed to a non-specific off-target effect of the 
compound, on other components of the MAPK pathway since it did not affect ERK1/2 activation 
promoted by the EGF receptor. These results are therefore consistent with the notion that spatio-
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temporal GPCR-stimulated ERK1/2 activation occurs following clustering of receptor/b-
arrestin in CCPs and endocytosis of the complex in endosomes9, 49.  
 
The effect of Barbadin on the cAMP production stimulated by both b2AR and V2R also provide 
new insights on the spatio-temporal regulation of signaling as it brings strong support to the 
emerging notion that GPCR-stimulated cAMP production continues after endocytosis of Gs-
coupled receptors13, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, contrasting with the classical view that receptor 
endocytosis contributes only to the termination of cAMP signaling. Sustained interaction 
between receptor and β-arrestin at the plasma membrane upon inhibition of endocytosis could 
also directly contribute to the reduced cAMP accumulation by preventing reactivation of the 
receptor at the plasma membrane. The effect was specific to receptor-mediated cAMP 
production and did not result from an off-target effect on Gs or the adenylyl cyclase since 
Barbadin had no effect on the Gs activity as directly monitored by BRET or cAMP generation 
resulting from a direct activation of adenylyl-cyclase by forskolin. The extension of 
endocytosis-dependent cAMP production to the V2R is particularly interesting given the fact 
that this receptor does not recycle to the plasma membrane following endocytosis but is instead 
retained for extended period of time in endosomal compartments before being targeted for 
degradation57. This result excludes the possibility that the diminution of V2R-promoted cAMP 
production following Barbadin treatment could result from the accumulation of desensitized 
receptor at the plasma membrane that cannot be replaced by re-sensitized ones upon inhibition 
of endocytosis.  
Barbadin is distinct from the existing endocytosis blockers as it selectively interferes with the 
b2-adaptin/b-arrestin interaction and thus solely blocks endocytic processes that are dependent 
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on the interaction between b-arrestin and the appendage domain of the b-subunit of AP2. 
Existing pharmacological inhibitors such as dynasore58, dynoles59, or dyngos30 inhibit all 
dynamin-dependent endocytic pathways, while pitstop1/228 inhibit both clathrin-dependent and 
-independent endocytosis29. Although we cannot rule out the possibility that Barbadin interacts 
with other targets in cells, we found that it did not directly act on other components of the 
clathrin endocytic machinery, nor on important signaling effectors (e.g. b-arrestin- and G 
protein-dependent signaling promoted by GPCRs, cAMP production by adenyl-cyclase, and 
MAPK activation promoted by other receptor like EGFR) supporting a selective mode of action. 
Barbadin’s selectivity of action on b-arrestin/AP2 interaction allows the dissection of the 
relative contribution of this complex to the regulation of GPCRs endocytosis and signaling, 
independently of other processes controlling cell surface density, and thus represents a valuable 





DMEM, FBS, penicillin, streptomycin, PBS and G418 were from Wisent Inc. Cell culture plates 
and dishes were purchased from BD Biosciences. Arginine vasopressin (AVP), isoproterenol 
(ISO), Angiotensin II (AngII), Epidermal Growth Factor (EGF), endothelin 1 (ET1), sigmacote, 
poly-L-ornithine hydrobromide, 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), Triton X-100, mouse 
monoclonal anti-b1- and b2-adaptins (AP1/2, clone 100/1, #A4450), rabbit Anti-Flag antibody 
(#F7425), anti-Flag (M2, #F3165) and anti-mouse or anti-rabbit HRP conjugated antibodies 
(#A9044 and #A9169, respectively) were from Sigma-Aldrich. Poly-d-lysine was obtained from 
MatTek Corporation. Linear polyethylenimine 25-kDa (PEI) was from Polysciences. 
BARR3978 antibody against β-arrestin was previously described61. Phospho-p42/p44 
(pERK1/2, #9106) and p42/p44 (ERK1/2, #9102) antibodies were from Cell Signaling 
Technology. Antibodies against clathrin heavy chain (Clone 23, 610499) and Adaptin β (Clone 
74, #610381) were obtained from BD Biosciences.. Epsin1/2 rabbit antibody was kindly 
provided by Peter McPherson (McGill University). Dithiobis succinimidyl propionate (DSP) 
was from Pierce. Coelenterazine H, coelenterazine 400A and Prolume Purple were from 
Nanolight Technology. Mouse monoclonal anti-HA antibody (HA.11) was purchased from 
Covance (#MMS-101P). Anti-mouse Alexa Fluor 647 secondary antibody (A-21463), 
fluorescent transferrin conjugate (Alexa Fluor 633, T23362), puromycin and salmon sperm 
DNA were bought from Invitrogen. Pitstop2 was from Abcam (ab120687) and Dyngo (S7163) 
from SelleckChem. cAMP dynamic-2 kit was from Cisbio. Costar v-bottom polypropylene 96-
well plates were from Corning. White Optiplate 96-well microplates and 384-well Proxiplates 
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were purchased from PerkinElmer. Lumitrac 200 384-well plates were from Greiner Bio-one. 
X-treme GENE HP reagent was from Roche and Strep-Tactin Sepharose beads from IBA Gmbh. 
β-arrestin1 C-terminal peptide (sequence: DDDIVFEDFARQRLKGMKDD) was synthesised 
by Genscript while CPM dye was purchased from ThermoFisher Scientific. Protein 
concentration were determined using a detergent compatible protein assay kit from Bio-Rad.  
Differential scanning fluorimetry was done in a RotorGeneQ from Qiagen. Luminescence and 
BRET reading were performed in the Mithras LB 940 multidetector plate reader from Berthold 
Technologies. Cell surface expression of receptors was analyzed in a LSR II flow cytometer 
from BD Biosciences. Radioactivity was counted using a PerkinElmer Wizard 1470 automatic 
γ-counter. For microscopy, colocalization analyses were performed using Zen software from 
Zeiss. Time-resolved fluorescence resonance energy transfer was read in an Artemis plate reader 
from Cosmo Bio USA. 
 
Virtual screening 
Virtual screening by docking has been performed on a computer cluster of 10 Intel Core 2 Quad 
2.6 GHz processors. The SD file of the Myriascreen compounds collection (library number 
T990000) has been requested to Sigma-Aldrich (www.sigmaaldrich.com). Canonicalization and 
three-dimensional coordinates generation of the compounds were performed using Chemaxon 
Standardizer, JChem 5.1.2 (www.chemaxon.com). Starting from the β2-adaptin/β-arrestin co-
crystal structure (PDB entry 2IV8), the AutoDockTools62 interface was used to prepare the 
binding site of β2-adaptin which was defined as a 30-Å cubic box centered on the β-arrestin 
helical peptide bound to the β2-adaptin ear platform subdomain. Docking was carried out using 
Autodock 4.062 with 30 independent runs of simulation per compound docked. Autodock 
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scoring function was used to rank compounds by lowest energy. For visual inspection of the 
best energy candidates, we chose to select any compounds within a range of 2.1 kcal/mol 
(standard error of Autodock) from the best compound. The best 196 selected compounds, and 
the docked Barbadin analogues were visually analyzed using PyMOL (PyMOL Molecular 
Graphics System, Version 1.4 Schrödinger, LLC) and the MOE package (Molecular Operating 
Environment (MOE), 2012.10, Chemical Computing Group Inc., 1010 Sherbooke St. West, 
Suite #910, Montreal, QC, Canada, H3A 2R7, 2012). 
Compounds acquisition and technical consideration 
The 52 small organic compounds from the original screen were purchased from Sigma. Because 
Barbadin was later discontinued by Sigma, it was then acquired from Otava (#0129700278). 
Barbadin analogues were acquired from Enamine (see Supplementary Table 1 for catalog 
numbers). All compounds were solubilized in 100% DMSO at a 10 mM stock concentration. 
To circumvent the possibility that Barbadin adheres to plastic, all assays were carried out using 
tips, tubes and 96-well plates coated with Sigmacote, then rinsed extensively with water. 
Plasmids and constructs 
Plasmids encoding myc-V2R63, V2R-YFP63, HA-ETaR64, HA-AT1R65, β-arrestin1-RlucII65, β-
arrestin2-RlucII66, β-arrestin2-YFP67, β-arrestin2-mCherry65, β2-adaptin-YFP68, GST- β2-
adaptin(592-937)19, flag-b-arrestin16, b2AR-RLucII26, V2R-RLucII26, AT1R-RLucII26, rGFP-
CAAX26 and rGFP-FYVE26 were previously described. β2-adaptin-mCherry was generated by 
replacing the YFP moiety of β2-adaptin-YFP with that of the mCherry using the AgeI and BsrGI 
sites. β2-adaptin-CFP was generated by replacing the YFP moiety of β2-adaptin-YFP with that 
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of the CFP from the pECFP vector. Clathrin light chain-YFP was purchased from addgene 
(Cambridge, MA). The LIEF/AAEA substitution in human β-arrestin2-YFP (β-arr2-ΔClath-
YFP) was generated by complementation PCR reaction, using the forward primer 5- 
GGACACCAACGCAGCTGAAGCCGATACCAACTATGCC-3 with the reverse 5- 
TGGCGACCGGTGGATCCCGGCAGAGTTGATCATCATAGTCG-3 primer containing the 
BamHI site, and the reversed primer 5- 
TCGGCTTCAGCTGCGTTGGTGTCCACAGGGACATC-3 and forward primer 5-
AGATCTCGAGCTCAAGCTTATGGGGGAGAAAC-3 containing the HindIII site. The PCR 
product from the amplified complementing fragments was cloned into BamHI/ HindIII sites by 
Gibson assembly (NEB). The β2AR construct was generated by inserting a polymerase chain 
reaction (PCR)–amplified fragment encoding human β2AR into a pcDNA3.1 vector, between 
HindIII/XbaI. The β2-adaptin(700-937)-StrepTagII construct was generated by inserting a PCR-
amplified fragment encoding human β2-adaptin (residues from 700 to 937) into a pRSETA 
vector (Invitrogen), between the BamHI and Acc65I restriction sites. To generate HA-β2AR-
Venus encoding plasmid, the Venus sequence was first PCR-amplified and introduced into the 
previously described pIRESP-HA vector69. Then, the β2AR sequence was PCR-amplified and 
inserted into pIRESP-HA-Venus vector by recombination using In-Fusion PCR Cloning Kit 
from Clontech (Mountain View, CA). The HA-β2AR-Venus stable cell line was generated by 
transfecting pIRESP-HA-β2AR-Venus in HEK293T followed by polyclonal selection of 
expressing cells using 3 µg/ml of puromycin. The expression vectors pIREShygro3 and 
pIRESpuro3 were from Clontech (Mountain View, CA). The plasmid encoding HA-V2R-Venus 
was made in two cloning steps. First, HA-V2R gene was PCR-amplified from 
pcDNA3.1(+)3HA-V2R plasmid from Missouri S&T cDNA resource center (Rolla, MO), 
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keeping one HA tag and removing the stop codon. The PCR product was then inserted in 
pIRESpuro3a vector. Then, the Venus sequence was PCR-amplified and inserted in 
pIRESpuro3a-HA-V2R. The resulting HA-V2R-Venus fusion sequence was then inserted into 
pIREShygro3 vector, yielding pIREShygro3-HA-V2R-Venus plasmid. The HA-V2R-Venus 
stable cell line was generated by transfecting pIREShygro3-HA-V2R-Venus in HEK293T 
followed by polyclonal selection of expressing cells using 100 µg/mL of hygromycin B. All 
constructs were verified by DNA sequencing. 
β2-adaptin deletion in HEK293 cells (CRISPR-β2Ad) were generated using the CRISPR/Cas9 
system PspCas9(BB)-2A-Puro (Px459v2) vector (Gift from Feng Zhang: Addgene plasmid 
#62988)70 and the gRNA target sequences (5’-GTATTTCACAACCAATAAAAA-3’ and 5’-
GGTCTGGCTACCTGCAGTAA-3’) against the human AP2B1 gene (GenScript gRNA 
database). Each gRNA was cloned into the Px459v2 vector, and both constructs were transfected 
in HEK293 cells using Lipofectamine 2000 according to the manufacturer’s instructions. The 
next day, medium supplemented with puromycin (2 µg/ml) was added to cells for 48 h and cells 
were serially diluted and plated in 96-well plates for generating individual colonies. Colonies 
were then verified for β2-adaptin expression by western blot and by PCR genotyping using 
primers flanking the deleted region. Positive clone #5 (hereafter named CRISPR-β2Ad-LY5 
cells) was selected. 
Cell culture 
HEK293T is the cell line in which BRET-based biosensors have been developed in Dr. 
Bouvier’s laboratory and this cell line was used for all the BRET and FACS experiments. 
HEK293SL are a subclone derived from regular HEK293 cells (Ad5 transformed) and were 
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selected in Dr. Laporte’s laboratory. These cells have a cobblestone appearance and a better 
adherence as compared with regular HEK293T cells, making them more amenable to 
microscopy. HeLa is a cell line expressing a higher level of native TfR, compared to HEK293T 
cells, and were consequently used for monitoring TfR expression by FACS. HEK293T, 
HEK293SL and HeLa cells were cultured in DMEM supplemented with 10% FBS, 100 units/ml 
penicillin and streptomycin and incubated at 37 °C in 5% CO2.  
Primary rat aortic VSMCs were a gift from Dr. Marc Servant (Université de Montreal) and were 
used for endogenous AT1R internalization assay. These cells were grown in DMEM/high 
glucose supplemented with sodium pyruvate, 10% FBS, and 20 mg/ml gentamycin. 
All cells were regularly tested for mycoplasma contamination (PCR Mycoplasma Detection kit, 
abm, BC, Canada).   
Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET) assays 
HEK293T cells stably expressing β2-adaptin-YFP24 were cultured as aforementioned with the 
addition of G418 in the supplemented DMEM. Forty-eight hours before the experiments, 10 µg 
of total DNA (adjusted with salmon sperm DNA) was used to transfect 6x106 cells/mL in 10-
cm dishes using 25-kDa linear PEI as a transfecting agent (3:1 PEI/DNA ratio). Cells stably 
expressing β2-adaptin-YFP were transfected with either 250 ng of V2R, or 2.5 µg of β2AR, or 
3.0 µg of AT1R and with either 100 ng of β-arrestin1-RlucII, or β-arrestin2-RlucII for the 
compounds screen, the concentration-response curves, the one-point stimulation experiments, 
as well as for the kinetics that monitors the interaction between β2-adaptin and β-arrestin. To 
monitor b-arrestin recruitment to either V2R or β2AR, HEK293T cells were transfected with 5 
µg of V2R-YFP or 3 µg of β2AR-YFP and 500 ng of β-arrestin1-RLucII or 120 ng of β-
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arrestin2-RLucII. For the pre-screen experiment assessing compounds interference with BRET 
signals, HEK293T cells were transfected with 100 ng of β-arrestin1-RlucII. On the day of the 
BRET experiment, cells were washed, detached, and resuspended in Tyrode’s buffer. Cells (105 
cells/well) were distributed in 96-well microplates. DMSO or compounds selected from the 
virtual screening were preincubated for 30 minutes at indicated concentrations, always keeping 
DMSO at 1% final concentration in each well. Cells were treated with AVP or ISO at the 
indicated times and concentrations, at room temperature. Coelenterazine H (for YFP BRET 
acceptor) or coelenterazine 400A (for GFP10 BRET acceptor) was added at a final concentration 
of 2.5 µM five minutes before measurements. Readings were collected with a Mithras LB 940 
multidetector plate reader (Berthold Technologies) to integrate signals detected in the 485/20 
nm and 530/25 nm windows for the Renilla luciferase (RlucII) and YFP light emissions, 
respectively, and in the 400/70 nm and 515/25 nm windows for the RlucII and GFP10 light 
emissions, respectively. The BRET signal was determined by calculating the ratio of the light 
intensity emitted by the YFP or GFP10 over the light intensity emitted by the RlucII. Net BRET 
values were obtained by subtracting the background BRET signals detected when RlucII was 
expressed alone. Ligand-promoted BRET was calculated by subtracting the BRET ratio 
obtained in the absence of agonist from the BRET ratio detected in its presence. 
BRET imaging 
HEK293SL cells seeded on poly-d-lysine-coated glass-bottom 35-mm culture dishes were 
transfected with 100 to 200 ng per dish of AT1R-RlucII or V2R-RlucII, respectively, with either 
400 ng per dish of rGFP-CAAX or 300 ng per dish of rGFP-FYVE, using X-treme GENE HP 
reagent (Roche). Two days post transfection, cells were washed once with 1 ml of modified 
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Hank's balanced salt solution (138 mM NaCl, 5.33 mM KCl, 0.44 mM KH2PO4, 0.33 mM 
Na2HPO4, 4.16 mM NaHCO3, 1.0 mM CaCl2, 1.0 mM MgCl2, 10 mM HEPES, pH 7.4) and set 
on the microscope. BRET images were obtained using Nikon Ti-U microscope equipped with 
× 60 objective (Apochromat TIRF, NA 1.49, Nikon) and EMCCD camera (EM N2 1024, Nϋvϋ 
Cameras) with filter changer (Lambda 10-2, Sutter instrument). Prolume Purple (final 
concentration of 10 µM) was added and images were obtained using photon counting feature of 
the camera. The exposure time of each image was 200 msec. Images were obtained with or 
without a filter corresponding to the BRET acceptor (480LP) wavelength. The filter was 
switched after taking every 50 images, and the final image was obtained by integrating 
successive 500 images applying the same filter to the camera. BRET ratio images were 
generated using pixel arithmetic functions of MetaMorph software version 7.8 (Molecular 
Devices) as follows: Pixel hue: BRET level calculated by dividing the counts of acceptor 
luminescence images with total luminescence images, and allocated to default rainbow hue 
(lowest in purple and highest in red); pixel brightness: the value of donor images with auto 
brightness. 
Protein purification 
Plasmid for β2-adaptin(700-937)-StrepTagII was transformed in E.coli BL21 pLysS cells that 
were then grown at 37°C in TB medium containing 100 µg/mL ampicillin and 50 µg/mL 
chloramphenicol to an absorbance at λ = 600 nm (A600) of 0.6. Protein expression was induced 
with 0.2 mM IPTG and cells were grown overnight at 30°C. Pelleted cells were resuspended in 
lysis buffer (100 mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mg / ml lysozyme, 5 % glycerol, 
PMSF 0.5 mM, TCEP 50 µM and 1 mM EDTA) and frozen at –80°C. For purification, cells 
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were thawed and lysed by mild sonication. After cell debris removal by centrifugation, lysates 
were incubated with rinsed Strep-Tactin Sepharose beads (IBA) at 4°C for one hour on a rotator. 
The protein was subsequently eluted and purified further by passage over a sepharose column 
(Bio-Rad) and a gel filtration column. Protein was snap frozen in liquid nitrogen and stored at -
80°C for long-term storage. 
Differential scanning fluorimetry assay 
The thermal denaturation of β2-adaptin (residues 700-937, molecular weight 26.88 kDa) was 
monitored by CPM (7-Diethylamino-3-(4'-Maleimidylphenyl)-4-Methylcoumarin) dye 
fluorescence changes upon conjugation to the cysteines of β2-adaptin that become exposed upon 
unfolding. The amount of 2.1 µg purified β2-adaptin was diluted in 100 µl final volume using 
phosphate buffered saline (PBS) to the concentration of 0.78 µM. Samples containing 0.5 mM 
Triton X-100 were incubated for 30 min without Barbadin (DMSO), with 10 µM, 33 µM or 100 
µM Barbadin, or with 20 µM β-arrestin1 C-terminal peptide (sequence: 
DDDIVFEDFARQRLKGMKDD), synthesised by Genscript, USA) before the addition of CPM 
dye (ThermoFisher Scientific, Switzerland). Three mg/ml CPM dye in DMSO was diluted 
1:80 in PBS and 10 µl of the dilution was added to each sample to a final concentration of 9.3 
µM. Each sample was split into three 25 µl aliquots. The samples were then heated from 30°C 
to 90°C at 6°C/min in a RotorGeneQ and the fluorescence of the CPM dye was monitored using 
365 nm excitation and 460 nm emission. RotorGeneQ Series Software was used for data 
analysis. The first derivative of the fluorescence data was used to determine the melting 
temperatures. 
Flow cytometry for assessing receptor cell surface expression 
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For monitoring V2R and β2AR cell surface expression, HEK293T cells stably expressing either 
HA-V2R-Venus or HA-β2AR-Venus were seeded in 150mm dishes. For monitoring ETAR cell 
surface expression, HEK293T cells were transfected with HA-ETAR in 100 mm dishes, using 
the PEI procedure previously described in the methods. Forty-eight hours later, cells were 
harvested, rinsed with PBS, then detached and resuspended in Tyrode’s buffer. Cells (1x106 
cells/well) were distributed in v-bottom 96-well plates. DMSO, Barbadin (100 µM), Pitstop2 
(100 µM) and Dyngo-3a (30 µM) were preincubated for 30 min (final 1% DMSO content in 
each well). Cells were treated at room temperature, in the absence or presence of AVP (100 
nM), ISO (10 µM) or ET1 (10 nM) for the indicated times, then put on ice for the rest of the 
experiment. Plates were quickly spun at 4 °C and supernatant from each well was removed using 
a vacuum line. Cells were resuspended in Tyrode supplemented with 1% BSA (Tyrode/BSA) 
containing mouse monoclonal anti-HA antibody (1:1000) to label cell surface receptors. After 
20 min incubation, plates were quickly spun then resuspended in Tyrode/BSA containing anti-
mouse Alexa Fluor 647 secondary antibody (1:1000). After 30 min incubation and protected 
from light, plates were quickly spun, and cells washed and resuspended in Tyrode and kept on 
ice. Cells were analyzed through a LSR II flow cytometer set to detect YFP and Alexa Fluor 
647 nm in distinct channels (Supplementary Fig. 8). For monitoring transferrin receptor surface 
expression, HeLa cells were seeded in a 150mm dish and incubated for 48 h before being 
processed. One hour before the experiment, cells were serum starved, then rinsed with PBS and 
resuspended in Tyrode’s buffer. Cells were distributed in centrifuge tubes (500 µl of 
resuspension per tube with 1x106 cells each). DMSO, Barbadin (100 µM) or Pitstop2 (100 µM) 
were preincubated for 30 min at room temperature, then cells were put on ice for 10 min. Cells 
were incubated with Alexa Fluor 633-conjugated transferrin (100 µg/mL) for 30 min at 4 °C in 
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the dark, rinsed with cold PBS and shifted to 37 °C for 15 min, except for a control tube that 
was kept on ice. Cells were then pelleted, washed, acid-washed (0.1 M glycine, 150 mM NaCl, 
pH 3), resuspended in Tyrode containing 1% BSA and analyzed in a LSR II flow cytometer 
(Alexa Fluor 647 channel). 
VSMC internalization assay 
[125I]-AngII was prepared with the Iodogen method, and specific activity was determined from 
self-displacement and saturation experiments, as previously described65. Receptor 
internalization was performed as described previously26. Briefly, VSMCs were plated at a 
density of ~7x104 cells per well in poly-L-ornithine-coated 24-well plates. When cells were 
confluent (24-48 h after plating), they were starved in DMEM with 20 mM HEPES (DMEM-
H) for 2 h prior to Barbadin treatment. Cells were incubated in either DMSO or Barbadin (20 
µM) for 30 min at 37 °C, before adding [125I]-AngII (0.2 nM in 0.1% BSA binding buffer) for 
15 min at 37 °C. Binding and internalization of [125I]-AngII was terminated by rapidly rinsing 
the cells twice with ice-cold PBS and then either rinsing once with ice-cold PBS to obtain total 
binding, or with 50 mM acetic acid in 150 mM NaCl (pH 2.7) for 10 min to determine the 
internalized receptors (acid-resistant). Cells were solubilized in 0.5 M NaOH, 0.05% SDS, and 
radioactivity was counted using a Wizard 1470 automatic γ-counter. Percent receptor 
internalization was calculated from the ratio of acid-resistant binding over total binding. Non-




For β-arrestin colocalization with β2-adaptin experiments, HEK293T stably expressing human 
V2R cells were seeded in 35mm optical glass-bottom culture dishes with poly-L-lysine. Twenty-
four hours later, cells were transfected with 300 ng of β-arrestin2-mCherry, 400 ng of β2-
Adaptin-YFP with pcDNA3.1 for up to 12 µg of total DNA using conventional calcium 
phosphate co-precipitation method. For colocalization of β-arrestin2 with β2-adaptin and 
clathrin, CRISPR-β2Ad-LY5 cells were seeded on coverslips coated with poly-Ornithine and 
transfected with 2µg of HA-V2R, 400 ng of β2-Adaptin-CFP, 300 ng of β-arrestin2-mCherry, 
150 ng of clathrin-YFP and pcDNA3.1 for up to 12 µg of total DNA using lipofectamine 2000 
according to the manufacturer’s instructions. Media were changed the next day and experiment 
performed 48 h post-transfection. Cells were serum-starved for 30 min, then pretreated with 10 
µM Barbadin or vehicle (DMSO) for an additional 30 min before stimulation with 1 µM AVP 
for 2.5 min. Before mounting coverslips on slides, cells were first washed in PBS, then incubated 
for 10 min in PBS-containing 4% Paraformaldehyde (PFA, v/v). Images of live cells were 
collected on a Zeiss LSM-510 Meta laser scanning microscope with a 63x/1.4 oil objective lens 
using excitation/emission filter sets: 543 nm/560 nm (Long Pass) for mRFP, and 514 nm/530-
600 nm (Band Pass) for YFP. Images of fixed cells were collected on a Zeiss LSM-780-NLO 
laser scanning microscope with a 63x/1.4 oil DIC M27 objective lens using 543 nm, 514 nm, 
and 458 nm for mCherry, YFP and CFP excitation, and a GaAsP spectrum detector set at 588-
695 nm, 517-580 nm and 464-517 nm, respectively. Colocalization analysis was performed 




Plasmid DNA for GST and GST-b2-adaptin(592-937) were transformed in E. coli BL21 cells. 
Overnight cultures were grown in super-broth medium supplemented with ampicillin (100 
µg/ml), diluted to an A600 of 0.4 in the same medium and grown for another 1 h 30 at 37°C to 
reach an A600 of 0.8 (log phase). Cultured cells were then induced with 0.1 mM isopropyl-1-
thio-β-D-galactopyranoside (IPTG) for 5 h at 30°C. Cells were then pelleted, washed once with 
PBS and resuspended in PBS containing 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 2 mg/ml 
lysozyme and incubated for 15 min on ice. Cells were lysed by immediately adding Triton X-
100 (1 % v/v) followed by two freeze-thaw cycles in liquid nitrogen. Solubilized cells were 
sonicated (3 x 15 sec) on ice and centrifuged at 13,000 rpm for 10 min. Glutathione-sepharose 
beads were added to the supernatant and gently shaken at 4°C for 2 h. Beads were washed three 
times with cold PBS containing 1% Triton X-100, then three times with cold PBS. Protein 
concentration was determined using a detergent compatible protein assay kit, and the integrity 
of the fusion proteins was analysed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and by 
Coomassie staining. To prepare cell lysate, HEK293T (1.2x106) were plated in 100 mm dishes 
and transfected 24 hours later with 5 µg of Flag-b-arrestin1 and pcDNA3.1 (to a total of 12 µg) 
using conventional calcium phosphate co-precipitation method. After overnight incubation, 
transfection medium was replaced with fresh MEM. Twenty-four hours later, cells were washed 
with PBS and lysed in a glycerol buffer containing 1 mM PMSF, 25 µg/ml leupeptin, 2.5 µg/ml 
aprotinin and 1 mM pepstatin. Cell lysates were cleared by centrifugation (14,000 rpm for 15 
min). Seven micrograms of GST or GST-b2-adaptin(592-937) were incubated for 1 h at RT 
with or without Barbadin (200 µM) in 100 µl PBS, then 100µl of cell lysate was added and left 
2 h at 4°C on a Nutator. Beads were spun and washed 5 times in glycerol buffer and resuspended 
in SDS sample buffer (8 % SDS, 25 mM Tris-HCl, pH 6.5, 10 % glycerol, 5 % 2-
 
169 
mercaptoethanol, 0.003 % bromophenol blue). Proteins were resolved by electrophoresis on a 
10 % gel, transferred onto nitrocellulose, and analyzed by western blot using mouse monoclonal 
anti-Flag (1:1,000) and anti-clathrin (1:1,000) antibodies, or stained with Coomassie blue for 
GST protein detection. 
Co-immunoprecipitation 
Co-immunoprecipitation experiments were performed as previously described67. Briefly, 
HEK293SL cells transfected with 3 µg V2R and 500 ng of Flag-b-arrestin2 were serum-starved 
for 30 min, and then pretreated for 20 min with DMSO or Barbadin (50 µM) before stimulation 
with AVP (1 µM) for 2.5 and 5.0 min. Stimulation was stopped by adding dithiobis succinimidyl 
propionate (DSP) to cells (2mM). Cells were then washed in 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) and 
lysed in RIPA buffer (50 mM Tri-HCl, pH 7.4, 1% NP-40 (v/v), 0.5% Na-Deoxycholate (w/v), 
0.1% sodium dodecyl sulfate (w/v), 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 50 mM NaF). Total cell 
lysates (TLC) were immunoprecipitated with anti-AP1/2 antibody (25mg) and then analyzed by 
western blot using anti-adaptin (BD Biosciences, 1:1000) for TCL and AP1/2 (1:1,000) for IP 
samples, anti-epsin (1:500) or anti-Flag antibodies (1:1,000), and secondary HRP antibodies 
(1:7,000)61. AP1/2 antibody has been reported to detect both the b1 and b2 subunits, which have 
different sizes. However, in HEK293SL, AP1/2 antibody mainly immunoprecipitated and 
recognized a protein of ~105 kDa (Supplementary Fig. 9), which we validated to be immune-
reactive for b2-adaptin using a specific antibody against this subunit (BD Bioscience). This was 




Intracellular cAMP accumulation was measured using the cAMP dynamic-2 kit, a competitive 
immunoassay based on homogeneous time-resolved fluorescence technology. HEK293T cells, 
as well as HEK293T stably expressing either V2R or b2AR were starved for 4 hours in DMEM 
before being processed. Cells were rinsed once in PBS and once in cAMP-assay buffer (PBS 
with 1% BSA and 0.5 mM IBMX), detached and resuspended in the same buffer, then seeded 
(4x104 cells/well) in 96-well microplates. For concentration-response curves, cells were 
pretreated or not (DMSO) with Barbadin at the indicated concentrations for 30 min (1% DMSO 
final concentration in each well), then treated at room temperature with vehicle, AVP (100 nM), 
ISO (1 µM) or forskolin (10 µM) for 15 min, and put at -80°C for 1 hour. For kinetics 
experiments, cells were pretreated or not (DMSO) with Barbadin (50 µM) for 30 min, then 
treated with vehicle, AVP (100 nM) or ISO (1 µM) for the indicated times, and put at -80°C for 
1 hour. Once thawed, cells (4x103 cells/well) were transferred in 384-well plates and incubated 
with cAMP labeled with the dye d2, and anti-cAMP antibody labeled with Cryptate according 
to the manufacturer's protocol. Reading of the homogeneous time-resolved fluorescence signal 
was performed on an Artemis plate reader. 
ERK1/2 activation assay 
HEK293T cells (105 cells/well) were seeded in a 6-well plate and transfected with a V2R 
encoding plasmid. Forty-eight hours post-transfection, cells were serum starved for 30 min in 
MEM containing 20 mM HEPES, treated with either DMSO or Barbadin (50 µM) for 10 min, 
and then stimulated with vehicle (MEM), AVP (1 µM) or epidermal growth factor (EGF, 100 
ng/mL) for the indicated times. Treatment was stopped on ice with cold PBS, and cells were 
solubilized in 2x laemmli buffer (250 mM Tris–HCl pH 6.8, 2 % SDS (w/v), 10 % glycerol 
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(v/v), 0.01 % bromophenol blue (w/v), and 5 % β-mercaptoethanol (v/v)). Lysates were resolved 
on a 10 % SDS-PAGE and analyzed by western blot using anti-phospho-ERK1/2 (1:1,000) and 
anti-total-ERK1/2 (1:2,000). Signals from western blots were determined by densitometry 
analysis using the Image J software (NIH). 
Data and statistical analyses 
Nonlinear regression analysis of the concentration-response and kinetics curves and statistical 
analyses (assuming similar variance between groups) were performed with GraphPad Prism 
software. For the concentration-response curves the “log inhibitor vs. response - three 
parameters (Hill slope = -1)” fitting was used. Student’s t-test or one-way analysis of variance 
(ANOVA) and Tuckey’s post-hoc tests were performed as appropriate (see figure legends). 
Two-way ANOVA and Bonferroni’s post-hoc tests (comparison between all groups) were used 
for statistical analysis of western blot signals for ERK and co-immunoprecipitation assays, as 
well as for compounds’ effect on receptor endocytosis kinetics by FACS. Colocalization of 
signals from microscopy experiments was analyzed using Pearson’s correlation coefficient. 
Data availability 
The authors declare that all data supporting the findings in this study are presented within the 
article and its Supplementary Information files and available from the corresponding author 
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Screen for inhibitors of the interaction between β2-adaptin and β-arrestin.  
(a) Flowchart outlining the steps of the virtual screening and the selection of candidate 
molecules to be tested. 
(b) Schematic representation and dynamic range of the BRET-based assay used to test the 
compounds selected from the virtual screen that monitors the β2-adaptin/β-arrestin1 interaction. 
HEK293T cells were transfected with β2-adaptin-YFP, β-arrestin1-RlucII and myc-V2R. BRET 
was measured following V2R stimulation with 100 nM AVP for 45 min. Data are the mean ± 
S.E.M. of 3 independent experiments. Statistical analysis was performed using a paired 
Student’s test (***, p<0.001) 
(c) β2-adaptin/β-arrestin1 interaction was assessed as described in (b) with AVP-stimulation 
following pre-incubation with the indicated compounds (100 µM) for 25 minutes. Data are the 
mean ± S.E.M. of 3 independent experiments. One-way ANOVA followed by Tuckey’s post-
hoc tests were used to assess the statistical significance of the compound-induced BRET 
modulation compared to DMSO (***, p<0.001).  
Figure 2 
Identification of Barbadin (compound #42) as an inhibitor of the interaction between β2-
adaptin and β-arrestin.  
(a,b,c) Concentration-response curves of compounds #1, #33 and #42 selected from the BRET-
based screen (Fig. 1) using the same β2-adaptin/β-arrestin1 interaction assay. Dotted line 
represents the level of AVP-promoted BRET upon pre-incubation with DMSO. Data are the 
mean ± S.E.M. of 3 independent experiments.  
(d) Chemical structure of Barbadin (IUPAC name: 3-amino-5-(4-benzylphenyl)-3H,4H-
thieno[2,3-d]pyrimidin-4-one). 
(e,f) Docking pose of Barbadin (green sticks) within the groove of β2-adaptin platform 
subdomain (grey ribbon (e), or surface (f)) that is the site of interaction with β-arrestin (orange 
ribbon and sticks (f)). β2-adaptin residues known to interact with β-arrestin are labeled and 
shown as grey stick. Hydrogen-bonds interactions between Barbadin and both Tyr-888 and Glu-
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902 are depicted as magenta dotted lines (e). Superimposition of Barbadin with the β-arrestin1 
C-terminus peptide as in the co-crystal structure (PDB entry 2IV8), where Phe-388, Phe-391 
and Arg-395 are the three key residues for β-arrestin binding interaction (shown from top to 
bottom as orange sticks) (f). 
(g) Thermal denaturation of β2-adaptin (residues 700-937) and concentration-dependent 
stabilization effect of Barbadin. The maximum of the first derivatives of fluorescence (dF/dT) 
data from differential scanning fluorimetry corresponds to the melting temperatures (Tm, 
indicated with a dotted line) of β2-adaptin in the presence of DMSO, Barbadin or β-arrestin1 C-
tail peptide (positive control) at the indicated concentrations. 
Figure 3 
Barbadin specifically blocks the interaction between β2-adaptin and β-arrestin.  
(a,b,c) BRET-based assay monitoring the interaction between β2-adaptin-YFP and either β-
arrestin1-RlucII or β-arrestin2-RlucII. HEK 293T cells were pre-incubated with DMSO or 
Barbadin (100 µM) for 30 min prior to 45 min receptor stimulation with AVP (100 nM, a), ISO 
(10 µM, b) or AngII (100 nM, c). Data are the mean ± S.E.M. of at least 3 independent 
experiments and unpaired t-test were used to assess statistical significance (***, p < 0.001; **, 
p < 0.005). 
(d,e) BRET-based kinetics monitoring the interaction between β-arrestin1-RlucII and β2-
adaptin-YFP (d) or V2R-YFP (e) in HEK 293T cells pretreated with DMSO or Barbadin (100 
µM) for 30 min prior to receptor stimulation with AVP (100 nM) for the indicated times. Data 
are the mean ± S.E.M. of 3 independent experiments. 
 (f) Effect of Barbadin on the co-immunoprecipitation between b-arrestins and AP2. HEK 
293SL cells expressing V2R and Flag-b-arrestin2 were pretreated for 20 min with DMSO or 
Barbadin (50 µM) before stimulation by AVP (1 µM) for 2.5 or 5 min. Endogenous AP2 
complexes (using the AP1/2 antibody) were immunoprecipitated (IP) from total cell lysates 
(TCL), and then analyzed by western blot using anti-Flag, anti-epsin or anti-adaptin antibodies 
as described in the Material and Methods. TCLs represent 5% of input used for IP. IP were 
quantified over 3 independent experiments and statistical significance was assessed by a two-
way ANOVA followed by Bonferroni’s post-hoc tests (*, p < 0.05). 
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(g) Effects of Barbadin on the pull-down of b-arrestin1 and clathrin with GST-b2-adaptin. 
DMSO or Barbadin (100 µM) were incubated with GST-β2-adaptin (592-937) beads. HEK 
293T cells transfected with Flag-β-arrestin1 were lysed and added to the beads. The amounts of 
GST-β2-adaptin were detected by Coomassie whereas β-arrestin1 and clathrin associated with 
GST-β2-adaptin were detected by western blot using anti-Flag and anti-clathrin (heavy chain) 
antibodies, respectively. Relative intensities were normalized to the GST input for each 
condition and densitometry data are the mean ± S.E.M. of 3 independent experiments and 
analyzed using a two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post-hoc tests (NS, non-
significant; ***, p < 0.001).  
Figure 4 
Barbadin inhibits GPCRs endocytosis.  
(a,e) Schematic representation of the ebBRET-based assay used to follow agonist-induced 
receptor loss from the cell surface by monitoring the interaction between receptor-RLucII and 
rGFP-CAAX (a) or its translocation into endosomes using rGFP-FYVE (e). 
(b-d, f-h) V2R, β2AR or AT1R interaction with either rGFP-CAAX (b, c and d, respectively) 
or rGFP-FYVE (f, g and h, respectively) was assessed by BRET following HEK 293T cells pre-
incubation with DMSO or Barbadin (100 µM) for 30 minutes before AVP (100 nM), ISO (10 
µM) or AngII (1 µM) stimulation for the indicated times. Data are the mean ± S.E.M. of a least 
3 independent experiments. 
(i) V2R localization was imaged by BRET. HEK 293T cells were transfected with V2R-RlucII 
and rGFP-CAAX, pretreated with DMSO or Barbadin (100 µM) for 30min and then stimulated 
with 100 nM AVP for 30 min. To generate BRET images, the ratio of acceptor photon counts to 
donor photon counts was calculated for each pixel and expressed as a color-coded heat map 
(lowest being black and purple, and highest red and white). Scale bar, 10 µm. 
Figure 5 
Barbadin inhibits the β-arrestin- and AP2-dependent endocytosis of GPCRs.  
(a-c) Cell surface expression of HA-V2R-Venus (a,c) or HA-β2AR-Venus (b) transfected in 
HEK 293T cells was monitored by FACS following pre-incubation with DMSO, Barbadin (100 
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µM), Pitstop2 (100 µM) or Dyngo-4a (30 µM) for 30 min, prior to agonist stimulation (AVP 
(100 nM, a and c), ISO (10 µM, b)) at the indicated times. Data are the mean ± S.E.M. of at 
least 3 independent experiments. Statistical significance of the effect of Barbadin, Pitstop 2 and 
Dyngo, as compared to DMSO, was assessed by a two-way ANOVA followed by Bonferroni’s 
post-hoc tests (**, p < 0.01; ***, p < 0.001). 
(d) Cell surface expression of HA-ETAR was monitored by FACS following pre-incubation with 
DMSO, Barbadin (100 µM) or Pitstop2 (100 µM) for 30 min, prior to ET1 (10 nM) stimulation 
for 30 min. Data are the mean ± S.E.M. of at least 3 independent experiments. Statistical 
significance was assessed by a one-way ANOVA followed by Tuckey’s post-hoc tests (NS, non-
significant; ** p < 0.01). 
(e,f) Native transferrin receptor (TfR) uptake was monitored by FACS in HeLa cells. Cells were 
pretreated with DMSO, Barbadin (100 µM), or Pitstop2 (100 µM) for 30 min, then incubated 
with Alexa Fluor 633-conjugated transferrin antibody (100 µg/ml) for 30min at 4°C, and finally 
shifted to 37 °C for 15 min (e) or the indicated time (f). Data are the mean ± S.E.M. of 3 
independent experiments. Statistical significance was assessed by a one-way ANOVA followed 
by Tuckey’s post-hoc tests (NS, non-significant; **, p < 0.01; ***, p < 0.001). 
Figure 6 
Barbadin induces the retention of receptor/β-arrestin complexes at the membrane, in 
clathrin-coated pits (CCPs). 
(a,b) Confocal images and colocalization of β-arrestin2, β2-Adaptin, and clathrin light chain-
(CLC) in CCPs from AVP stimulated cells expressing V2R. Beta2-adaptin depleted HEK293 
cells (CRISPR-β2Ad-LY5) were transfected with β-arrestin2-mCherry, β2-Adaptin-CFP and 
CLC-YFP, and HA-V2R, and serum-starved for 30 min in the absence or presence of Barbadin 
(10 µM), before being either left non-stimulated (Vehicle) or stimulated with AVP (1 µM) for 
2.5 min. Cells were then fixed as described in the Methods section before visualization. Shown 
in the top panels are black and white micrographs of acquired fluorescent signals from the three-
tagged proteins in each channel (red, cyan and yellow), and in color, are the overlay images. 
Lower color insets are close-up images from boxed areas. (b) Color images represent individual 
and overlay fluorescent signals taken from different areas, from cells transfected, treated and 
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stimulated as in a. Scale bars in images of whole cells, 10 µm; and insets, 2 µm. Colocalization 
quantification is presented in Supplementary Fig. 7b-c.  
(c) Colocalization and quantification of β-arrestin2-mCherry and β2-adaptin-YFP in live HEK 
293T cells stably expressing V2R. Cells were pretreated with DMSO or Barbadin (10 µM) for 
30 min before stimulation with AVP (1 µM) for the indicated durations. Colocalization was 
quantified using the Pearson correlation coefficient over 3 independent experiments using 33 or 
24 cells for DMSO and Barbadin condition, respectively. Statistical significance of the effect of 
Barbadin as compared to DMSO was assessed by a two-way ANOVA followed by Bonferroni’s 
post-hoc tests (*, p < 0.05). 
 
Figure 7 
Barbadin inhibits ERK1/2 activation and cAMP accumulation following agonist-
stimulation of GPCR. 
(a-c) Kinetics of ERK1/2 phosphorylation in HEK 293T cells expressing V2R (a) or EGFR (b) 
and pretreated with DMSO or Barbadin (50 µM) for 30 min before stimulation with AVP (100 
nM, a) or EGF (100 ng/ml, b) at the indicated times. Western blots were quantified (c) and data 
shown are the mean ± S.E.M. of 4 independent experiments and analyzed using a two-way 
ANOVA followed by Bonferroni’s post-tests (*, p < 0.05; ***, p < 0.001).  
(d,e) Kinetics of the agonist-promoted accumulation of cAMP in HEK 293T cells stably 
expressing V2R (d) or β2AR (e) and pretreated with DMSO or Barbadin (50 µM) for 30 min 
before stimulation with AVP (100 nM, d) or ISO (10 µM, e) at the indicated times. Data are the 
mean ± S.E.M. of 3 independent experiments. 
(f) ISO-promoted Gs activation measured by BRET in HEK293T cells transfected with HA-
β2AR, Gαs-RLucII, Gβ1, and Gγ2-GFP10, pretreated with DMSO or Barbadin (100 µM) for 
30 min, before ISO (10 µM) stimulation for 5 min.  
(g,h) Concentration-response curves of Barbadin effect on the intracellular cAMP production, 
in HEK293T cells stably expressing the V2R (g) or the β2AR (h), upon agonist stimulation for 
15 min with AVP (100 nM) or ISO (1 µM), respectively, following pre-treatment with DMSO 
(grey dotted line) or Barbadin (green) at the indicated concentrations for 30 min. Data are the 
mean ± S.E.M. of 3 independent experiments. 
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(i) Concentration-response curves of Barbadin effect on the intracellular cAMP production, in 
HEK293T cells stimulated with forskolin (10 µM) for 15 min. Same DMSO and Barbadin pre-
treatments as in (g,h). Data are the mean ± S.E.M. of 3 independent experiments. 
 
Figure 8  
Model for the biogenesis and internalization of clathrin-coated pits (CCPs), and 
Barbadin’s effect on GPCRs endocytosis.  
(a) Initiation of CCPs formation involves the association of AP2 with phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (PtdIns(4,5)P2) at the plasma membrane (PM) and the recruitment of clathrin to 
AP2 at sites of nucleation.  Growth and stabilization of coated-vesicles requires the recruitment 
of additional AP2 and clathrin, and endocytic accessory proteins like Epsin (not shown here) 
and β-arrestins. Agonist-activated GPCR/β-arrestin complexes accumulate in CCPs through β-
arrestin’s interactions with AP2 (β2 and µ subunits) and clathrin, stabilizing further the growing 
coated-vesicles. Stabilization of GPCR/β-arrestin complexes and the recruitment of endocytic 
effectors like dynamin allows the matured coated-vesicles to commit for invagination and 
scission from the PM, which is followed by the uncoating (i.e. release of AP2 and clathrin) of 
internalizing vesicles.  
(b) In the presence of Barbadin, initiation of CCPs still occurs because clathrin and AP2 are 
effectively recruited at sites of nucleation. Some receptor/β-arrestin complexes will still 
coalesce into nucleating CCPs through β-arrestin’s binding with clathrin and its low affinity 
interaction to AP2 (e.g. via the µ subunit). Because Barbadin prevents the interactions of β-
arrestin with the appendage domain on the β2-subunit of AP2, which prevents the stable 
formation of sufficient GPCR/β-arrestin complexes in CCPs, the maturation of the coated-
vesicles is hampered, and receptor internalization impeded. 
 
Supplementary Figure 1 
Compounds effect on luminescence and fluorescence signals. 
The 52 compounds selected for the screen have been tested at 100 µM in HEK293T cells 
overexpressing either the β-arrestin1-RLucII (top graph) or the β2-adaptin-YFP (bottom graph) 
construct alone. One-way ANOVA followed by Tuckey’s post-hoc tests were performed with 
DMSO as control to assess statistical significance of the differences (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, 
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p<0.001) (top graph). Compounds showing signal higher than one standard deviation from the 
average were identified (#) (bottom graph). Eleven of the 52 compounds were colored 
(underlined below the graphs). Of these, seven had a significant effect on the luminescence and 
9 affected the fluorescence signal. They were discarded from further investigation. 
 
Supplementary Figure 2 
Barbadin is a reversible inhibitor of the interaction between β2-adaptin and β-arrestin1/2. 
(a) Concentration-response curves of Barbadin on V2R-induced (AVP, 100 nM) β2-adaptin/β-
arrestin2 interaction assay (green line). Dotted line represents the level of AVP-promoted BRET 
upon pre-incubation with DMSO. Data are the mean ± S.E.M. of 3 independent experiments. 
(b) BRET-based assay monitoring the AVP-induced interaction between β2-adaptin-YFP and 
β-arrestin1-RlucII. 
HEK 293T cells were pre-incubated with DMSO or Barbadin (100 µM) for 30 min prior to 45 
min receptor stimulation 
with AVP (100 nM). When indicated, cells were washed 3-times with PBS for 10 min at 37°C 
before agonist stimulation. Data are the mean ± S.E.M. of 3 independent experiments and one-
way ANOVA followed by Tuckey’s post-hoc tests were used to assess statistical significance 
(NS, non-significant; ***, p < 0.001). 
 
Supplementary Figure 3 
Preliminary Structure-Activity-Relationship study of Barbadin. 
(a,b) Concentration-response curves of Barbadin, Analogue-A, Analogue-B, Analogue-C and 
compound #43 on AVP-promoted (100nM) β2-adaptin/β-arrestin1 interaction. Colored 
substructures on Barbadin’s analogues and #43 highlight the moieties where structural 
differences are found as compared to Barbadin’s structure. Dotted line in the graphs represents 
the level of AVP-promoted BRET upon pre-incubation with DMSO. Data are the mean ± S.E.M. 
of 3 independent experiments. 
(c) Docking poses of Barbadin (green), Analogue-C (pink) and compound #43 (grey) within the 
groove of β2-adaptin platform subdomain shown as a semi-transparent surface and colored by 
lipophilic potential (orange: lipophilic; cyan: hydrophilic). Beta2-adaptin residues within a 4.5 




Supplementary Figure 4 
Barbadin is a specific inhibitor of the interaction between β2-adaptin and β-arrestin. 
(a,b) BRET-based kinetics monitoring the interaction between β-arrestin2-RlucII and β2-
adaptin-YFP (a) or β2AR-YFP (b). HEK 293T cells were pretreated with DMSO or Barbadin 
(100 µM) for 30 min prior to receptor stimulation with ISO (10 µM) for the indicated times. 
Data are the mean ± S.E.M. of 3 independent experiments. 
(c) Cross-section confocal imaging of fixed HEK293 cells expressing β-arrestin2-mCherry and 
HA-V2R. Cells were serum-starved in DMEM for 30 min, and pre-treated with Barbadin (10 
µM) for another 30 min before being stimulated with AVP (1µM) for 2 min then fixed, as 
described in the Methods section. Detection of V2R at the plasma membrane was performed 
using an antibody against HA (12CA5) in combination with a secondary antibody coupled to 
AlexaFluor488 (goat anti-mouse) in non-permeabilized, PFA-fixed, cells. Scale bar, 10 µm. 
 
Supplementary Figure 5 
Barbadin inhibits GPCRs endocytosis: ebBRET and BRET imaging. 
(a,e) Schematic representation of the ebBRET-based assay used to follow agonist-induced 
receptor loss from the cell surface by monitoring the interaction between receptor-RLucII and 
rGFP-CAAX (a) or its translocation into endosomes using rGFP-FYVE (e). PM: plasma 
membrane; EE: early endosome. 
(b-d, f-h) V2R, β2AR or AT1R interaction with either rGFP-CAAX (b, c and d, respectively) 
or rGFP-FYVE (f, g and h, respectively) was assessed by BRET following HEK 293T cells pre-
incubation with DMSO or Barbadin at the indicated concentrations for 30 minutes before AVP 
(100 nM), ISO (10 µM) or AngII (1 µM) stimulation for 30 min. Dotted line represents the level 
of agonist-promoted BRET upon pre-incubation with DMSO. Data are the mean ± 
S.E.M. of at least 3 independent experiments. 
(i,j) AT1R localization imaged by BRET. HEK 293T cells were transfected with AT1R-RlucII 
and rGFP-CAAX (i) or rGFP-FYVE (j), pretreated with DMSO or Barbadin (100 µM) for 30min 
and then stimulated with AngII (1 µM) for 30 min. To generate BRET images, the ratio of 
acceptor photon counts to donor photon counts was calculated for each pixel and expressed as 
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a color-coded heat map (lowest being black and purple, and highest red and white). Scale bar, 
10 µm. 
 
Supplementary Figure 6 
Effect of Barbadin on endogenous receptor internalization in rat VSMCs. 
Rat VSMCs were incubated in the absence (DMSO) or presence of Barbadin (20 µM) for 30 
min at 37 °C and then subjected to [125I]-AngII binding/internalization on whole cells, as 
described in the Methods section. Data are expressed as percent internalization (acid-resistant 
binding over total binding) and represent the mean ± S.E.M. of 4 independent experiments. 
Statistical significance was assessed using a paired Student’s t-test, comparing Barbadin-treated 
to vehicle (DMSO)-treated cells (**, p < 0.01). 
 
Supplementary Figure 7 
Characterization of the effects of Barbadin on the colocalization of receptor/β-arrestin 
complexes with AP2 and clathrin in CCPs. 
(a) Analysis of HEK293 cells depleted for β2-adaptin (CRISPR-β2Ad-LY5). Cells were 
transfected with either β2-adaptin-CFP (β2-Ad-CFP) or pcDNA3.1 (-), and lysed 48 hours post 
transfection for analysis. Lysates from HEK293 and CRISPR-β2Ad-LY5 were 
immunoprecipitated with AP1/2 antibody, and samples analysed by Western blot using an anti-
adaptin β antibody. Arrows indicate endogenous and transfected β2-adaptin. 
(b,c) Visualization (b) and quantification (c) of the colocalization of either β-arrestin (βarr2) and 
AP2 (β2Ad) or β-arrestin and clathrin (CLC) in CRISPR-β2Ad-LY5 cells. Beta-arrestin2-
mCherry and β2-adaptin-CFP, or β2-adaptin-CFP and clathrin-YFP were transfected in HA-
V2R cells. Cells were serum-starved for 30 min in the absence (DMSO) or presence of Barbadin 
(10 µM) and stimulated with AVP (1µM) for 2.5 min before being fixed and visualized. 
Colocalization of fluorescent signals is shown in top panels. Scatterplots of fluorescent signals 
are shown in bottom panels, and colocalization coefficients were determined from the gated 
signals in the scatterplots using Zen Software (Zeiss) from at least 5 cell areas from 3 different 
experiments. Scale bar, 2 µm. Statistical significance was assessed by one-way ANOVA, 
followed by a Bonferroni’s multiple comparison test (*** p < 0.001). 
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(d) Colocalization of β-arrestin2 (βarr2-WT) and β-arrestin2 lacking its clathrin-binding site 
(βarr2-ΔClath) with AP2 (β2Ad). CRISPR-β2Ad-LY5 cells were transfected with either β-
arrestin2-YFP (βarr2-WT -YFP) or β-arr2-ΔClath-YFP, with β2-adaptin-mCherry and HA-
V2R. Cells were serum-starved for 30 min, then incubated in the presence of 25 µM Barbadin 
for another 30 min before being subjected to a 2.5 min stimulation with AVP (1 µM). Cells were 
PBS-washed on ice and fixed before visualization. Scale bar, 2 µm. 
 
Supplementary Figure 8 
Flow-cytometry assay monitoring HA-V2R-Venus expression at the cell surface (one 
biological replicate from Figure 5a) 
Cells were pretreated with DMSO (a,b) or Barbadin (100 µM) (c,d) for 30 min, followed by 15 
min receptor stimulation with AVP (100 nM) (b,d), prior to FACS analysis. The cell population 
(black + red dots) shown on the dot plots excludes cellular debris, dead cells and doublets. Non-
transfected cells were used to define the threshold of the YFP-positive subpopulation (red dots), 
representing the HA-V2R-Venus expressing cells. Within this subpopulation, the plasma-
membrane receptor localisation was monitored using the N-terminally fused HA-tag detected 
with an anti-Alexa647-coupled secondary antibody against an anti-HA antibody, in the absence 
of permeabilization. Then, the Alexa-647 mean values were expressed as a percentage of the 
“pretreated DMSO; unstimulated” condition (set at 100%). 
 
Supplementary Figure 9 
Uncropped immunoblots 
 
Supplementary Table 1 
List of the 52 compounds selected for the BRET-based assay screen monitoring the 
interaction between β2-adaptin-YFP and β-arrestin1-RLucII, and of subsequent 
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Sup. Figure S1 (Bouvier)
HEK293T cells overexpressing β2-adaptin-YFP only



















































Compounds effect on luminescence and fluorescence signals. 
The 52 compounds selected for the screen have been tested at 100 µM in HEK293T cells overexpressing either the 
β-arrestin1-RLucII (top graph) or the β2-adaptin-YFP (bottom graph) construct alone. One-way ANOVA followed 
by Tuckey’s post-hoc tests were performed with DMSO as control to assess statistical significance of the differences 
(*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001) (top graph). Compounds showing signal higher than one standard deviation 
from the average were identified (#) (bottom graph). Eleven of the 52 compounds were coloured (underlined below 
the graphs). Of these, seven had a significant effect on the luminescence and 9 affected the fluorescence signal. 
They were discarded from further investigation.
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Barbadin is a reversible inhibitor of the interaction between β2-adaptin and β-arrestin1/2. 
(a) Concentration-response curves of Barbadin on V2R-induced (AVP, 100 nM) β2-adaptin/β-arrestin2 interaction 
assay (green line). Dotted line represents the level of AVP-promoted BRET upon pre-incubation with DMSO. Data 
are the mean ± S.E.M. of 3 independent experiments.
(b) BRET-based assay monitoring the AVP-induced interaction between β2-adaptin-YFP and β-arrestin1-RlucII. 
HEK 293T cells were pre-incubated with DMSO or Barbadin (100 µM) for 30 min prior to 45 min receptor stimulation 
with AVP (100 nM). When indicated, cells were washed 3-times with PBS for 10 min at 37°C before agonist 
stimulation. Data are the mean ± S.E.M. of 3 independent experiments and one-way ANOVA followed by Tuckey’s 
post-hoc tests were used to assess statistical significance (NS, non-significant; ***, p < 0.001).
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Sup. Figure S3 (Bouvier)
Supplementary Figure 3
Preliminary Structure-Activity-Relationship study of Barbadin. 
(a,b) Concentration-response curves of Barbadin, Analogue-A, Analogue-B, Analogue-C and compound #43 on 
AVP-promoted (100nM) β2-adaptin/β-arrestin1 interaction. Colored substructures on Barbadin’s analogues and #43 
highlight the moieties where structural differences are found as compared to Barbadin’s structure. Dotted line in the 
graphs represents the level of AVP-promoted BRET upon pre-incubation with DMSO. Data are the mean ± S.E.M. 
of 3 independent experiments. 
(c) Docking poses of Barbadin (green), Analogue-C (pink) and compound #43 (grey) within the groove of β2-adaptin 
platform subdomain shown as a semi-transparent surface and colored by lipophilic potential (orange: lipophilic; 
cyan: hydrophilic). Beta2-adaptin residues within a 4.5 Å radius from the compounds are depicted as sticks.

























IC50 = 54.3 ± 45 µM

























IC50 = 15.4 ± 6.4 µM
IC50 = 14.6 ± 5.0 µM
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Sup. Figure S4 (Bouvier)
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Barbadin is a specific inhibitor of the interaction between β2-adaptin and β-arrestin. 
(a,b) BRET-based kinetics monitoring the interaction between β-arrestin2-RlucII and β2-adaptin-YFP (a) or β
2AR-YFP (b). HEK 293T cells were pretreated with DMSO or Barbadin (100 µM) for 30 min prior to receptor 
stimulation with ISO (10 µM) for the indicated times. Data are the mean ± S.E.M. of 3 independent experiments.
(c) Cross-section confocal imaging of fixed HEK293 cells expressing β-arrestin2-mCherry and HA-V2R. Cells were 
serum-starved in DMEM for 30 min, and pre-treated with Barbadin (10 µM) for another 30 min before being 
stimulated with  AVP (1µM) for 2 min then fixed, as described in the Methods section. Detection of V2R at the plasma 
membrane was performed using an antibody against HA (12CA5) in combination with a secondary antibody coupled 
to AlexaFluor488 (goat anti-mouse) in non-permeabilized, PFA-fixed, cells. Scale bar, 10 µm.
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Supplementary Figure 5
Barbadin inhibits GPCRs endocytosis: ebBRET and BRET imaging. 
(a,e) Schematic representation of the ebBRET-based assay used to follow agonist-induced receptor loss from the cell 
surface by monitoring the interaction between receptor-RLucII and rGFP-CAAX (a) or its translocation into endo-
somes using rGFP-FYVE (e). PM: plasma membrane; EE: early endosome.
(b-d, f-h) V2R, β2AR or AT1R interaction with either rGFP-CAAX (b, c and d, respectively) or rGFP-FYVE (f, g and 
h, respectively) was assessed by BRET following HEK 293T cells pre-incubation with DMSO or Barbadin at the 
indicated concentrations for 30 minutes before AVP (100 nM), ISO (10 µM) or AngII (1 µM) stimulation for 30 min. 
Dotted line represents the level of agonist-promoted BRET upon pre-incubation with DMSO. Data are the mean ± 
S.E.M. of at least 3 independent experiments.
(i,j) AT1R localization imaged by BRET. HEK 293T cells were transfected with AT1R-RlucII and rGFP-CAAX (i) or 
rGFP-FYVE (j), pretreated with DMSO or Barbadin (100 µM) for 30min and then stimulated with AngII (1 µM) for 30 
min. To generate BRET images, the ratio of acceptor photon counts to donor photon counts was calculated for each 
pixel and expressed as a color-coded heat map (lowest being black and purple, and highest red and white). Scale 
bar, 10 µm.








































T IC50 = 18.2 ± 7 7 M.






















IC50 = 31.5 ± 14 M.4 IC50 = 18.4 ± 9.8 M IC50 = 40.6 ± 24.4 M
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Effect of Barbadin on endogenous receptor internalization in rat VSMCs. 
Rat VSMCs were incubated in the absence (DMSO) or presence of Barbadin (20 μM) for 30 min at 37 °C and then 
subjected to [125I]-AngII binding/internalization on whole cells, as described in the Methods section. Data are 
expressed as percent internalization (acid-resistant binding over total binding) and represent the mean ± S.E.M. of 
4 independent experiments. Statistical significance was assessed using a paired Student’s t-test, comparing 
Barbadin-treated to vehicle (DMSO)-treated cells (**, p < 0.01).
 
204 












































































































β2-Ad-CFP           -               -             +
100 
150 
     kDa
Supplementary Figure 7
Characterization of the effects of Barbadin on the colocalization of receptor/β-arrestin complexes 
with AP2 and clathrin in CCPs. 
(a) Analysis of HEK293 cells depleted for β2-adaptin (CRISPR-β2Ad-LY5). Cells were transfected with either β
2-adaptin-CFP (β2-Ad-CFP) or pcDNA3.1 (-), and lysed 48 hours post transfection for analysis. Lysates from 
HEK293 and CRISPR-β2Ad-LY5 were immunoprecipitated with AP1/2 antibody, and samples analysed by Western 
blot using an anti-adaptin β antibody. Arrows indicate endogenous and transfected β2-adaptin. 
(b,c) Visualization (b) and quantification (c) of the colocalization of either β-arrestin (βarr2) and AP2 (β2Ad) or 
β-arrestin and clathrin (CLC) in CRISPR-β2Ad-LY5 cells. Beta-arrestin2-mCherry and β2-adaptin-CFP, or β
2-adaptin-CFP and clathrin-YFP were transfected in HA-V2R cells. Cells were serum-starved for 30 min in the 
absence (DMSO) or presence of Barbadin (10 µM) and stimulated with AVP (1µM) for 2.5 min before being fixed 
and visualized. Colocalization of fluorescent signals is shown in top panels. Scatterplots of fluorescent signals are 
shown in bottom panels, and colocalization coefficients were determined from the gated signals in the scatterplots 
using Zen Software (Zeiss) from at least 5 cell areas from 3 different experiments. Scale bar, 2 μm. Statistical 
significance was assessed by one-way ANOVA, followed by a Bonferroni’s multiple comparison test (*** p < 0.001). 
(d) Colocalization of β-arrestin2 (βarr2-WT) and β-arrestin2 lacking its clathrin-binding site (βarr2-ΔClath) with AP2 
(β2Ad). CRISPR-β2Ad-LY5 cells were transfected with either β-arrestin2-YFP (βarr2-WT -YFP) or β-arr2-Δ
Clath-YFP, with β2-adaptin-mCherry and HA-V2R. Cells were serum-starved for 30 min, then incubated in the 
presence of 25 µM Barbadin for another 30 min before being subjected to a 2.5 min stimulation with AVP (1 µM). 
Cells were PBS-washed on ice and fixed before visualization. Scale bar, 2 μm.
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Su . Figure S8 (Bouvier)
Supplementary Figure 8
 
Cells were pretreated with DMSO (a,b) or Barbadin (100 μM) (c,d) for 30 min, followed by 15 min 
receptor stimulation with AVP (100 nM) (b,d), prior to FACS analysis. The cell population (black + red 
dots) shown on the dot plots excludes cellular debris, dead cells and doublets. Non-transfected cells 
were used to define the threshold of the YFP-positive subpopulation (red dots), representing the 
HA-V2R-Venus expressing cells. Within this subpopulation, the plasma-membrane receptor 
localisation was monitored using the N-terminally fused HA-tag detected with an 
anti-Alexa647-coupled secondary antibody against an anti-HA antibody, in the absence of 
permeabilization. Then, the Alexa-647 mean values were expressed as a percentage of the 
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Sup. Figure S9 (Bouvier)














































List of the 52 compounds selected for the BRET-based assay screen monitoring the interaction between β
2-adaptin-YFP and β-arrestin1-RLucII, and of subsequent Barbadin’s analogues. The acquisition numbers 
from the providers (Sigma and Enamine) are shown.





1 L128880 27 R540889 Analogue-A Z56769636
2 L132438 28 R544175 Analogue-B Z56821486
3 L148342 29 R575887 Analogue-C Z57251039
4 L157600 30 R576735
5 L162442 31 R576794
6 L187720 32 R577332
7 L225355 33 R578843
8 L253936 34 R579785
9 L320986 35 R581070
10 L330906 36 R581666
11 L432261 37 R620831
12 R101281 38 R822671
13 R127523 39 R850179
14 R155993 40 R852341
15 R172006 41 R852430
16 R412651 42 R852597
17 R432318 43 R853216
18 R432652 44 R853755
19 R432997 45 R857394
20 R433047 46 R858005
21 R433160 47 R858730
22 R458805 48 R882852
23 R459224 49 R883719
24 R460729 50 R884324
25 R461210 51 R896942
26 R463817 52 R954993
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Supplementary Data 1. Amino-acid sequences of human b2-adaptin 
 
 

















A biosensor to monitor dynamic regulation and function of tumour suppressor 
PTEN in living cells. 
Évelyne Lima-Fernandes, Stanislas Misticone*, Cédric Boularan*, Justine S. Paradis*, 
Hervé Enslen, Philippe P. Roux, Michel Bouvier, Georges S. Baillie, Stefano Marullo et Mark 
G. Scott. (*Contributions équivalentes des auteurs) 
Publié dans Nature Communications, le 16 juillet 2014 
Résumé 
Le suppresseur de tumeur PTEN est une phosphatase qui régule négativement la voie 
PI3K/Akt. La possibilité de mesurer de manière directe, rapide et sensible la conformation et la 
fonction de PTEN est une étape clé dans le développement de nouveaux médicaments contre le 
cancer, ciblant une restauration des voies dépendantes de PTEN. Dans cette étude, nous avons 
développé un biosenseur intramoléculaire basé sur la technique de BRET, capable de détecter 
les changements de conformations induits par différents stimuli cellulaires. Ce biosenseur 
conserve les caractéristiques intrinsèques de PTEN, ce qui permet des études structures/fonction 
et des analyses cinétiques. Des variations dans le signal de BRET, traduisant un changement 
conformationnel, sont détectées à la suite de mutations qui perturbent les interactions 
intramoléculaires de PTEN et favorisant sa translocation à la membrane plasmique, et après 
activation physiologique de PTEN. En utilisant ce biosenseur comme rapporteur, nous avons 
démontré l’activation de PTEN par plusieurs RCPG, qui n’avaient jamais été rapportés comme 
étant des modulateurs de PTEN. Le Trastuzumab, utilisé dans le traitement des cancers du sein 
sur-exprimant le récepteur ERBB2, entraîne aussi un réarrangement conformationnel de PTEN 
associé à son activation. Nous proposons que ce biosenseur puisse être utilisé pour 
l’identification de nouvelles voies de signalisation régulant PTEN, ou bien de molécules 





Dans cette étude, j’ai contribué au design expérimental et à la génération des résultats qui 
démontrent par BRET le changement conformationnel de PTEN après activation de plusieurs 
RCPG ; ainsi qu’aux expériences montrant l’activation de PTEN suite à l’expression de b-
arrestine ou d’un mutant constitutivement actif, RhoV14. J’ai aussi participé à la relecture du 
manuscrit avant soumission, sans cependant en être l’auteure principale.   
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Tumour Suppressor PTEN is a phosphatase that negatively regulates the PI3K/AKT pathway. 
The ability to directly monitor PTEN conformation and function in a rapid, sensitive manner is 
a key step towards developing anti-cancer drugs aimed at enhancing or restoring PTEN-
dependent pathways. Here, we developed an intramolecular bioluminescence resonance energy 
transfer (BRET)-based biosensor, capable of detecting signal-dependent PTEN conformational 
changes in live cells. The biosensor retains intrinsic properties of PTEN, enabling structure-
function and kinetic analyses. BRET shifts, indicating conformational change, were detected 
following mutations that disrupt intramolecular PTEN interactions, promoting plasma 
membrane targeting, and also following physiological PTEN activation. Using the biosensor as 
reporter we uncovered PTEN activation by several G protein-coupled receptors, previously 
unknown as PTEN regulators. Trastuzumab, used to treat ERBB2-overexpressing breast 
cancers, also elicited activation-associated PTEN conformational rearrangement. We propose 







Tumour Suppressor PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 
10) is a lipid phosphatase that dephosphorylates phosphatidyl (3,4,5) trisphosphate (PIP3) and 
thus inhibits PI3K/AKT signalling. By opposing the PI3K/AKT pathway, PTEN regulates cell 
proliferation, survival and migration. Loss of PTEN function occurs in a broad range of human 
cancers, and it is often mutated in inherited cancer-predisposition syndromes such as Cowden 
disease 1-3. In cultured cells, deletion of the PTEN gene, or reduction of PTEN levels using RNA 
interference, leads to increased PIP3-dependent AKT activation. In vivo studies have also 
addressed the importance of PTEN in the development of cancer. Whereas homozygous deletion 
of Pten leads to early embryonic death, Pten +/- mice develop various cancers and also a lethal 
lymphoproliferative disease 4. Furthermore, studies employing genetic manipulation of Pten to 
produce a series of mice carrying different combinations of wild-type, null and hypomorphic 
alleles, have demonstrated that subtle reductions in Pten levels are sufficient to promote cancer 
susceptibility 5,6.  
Regulation of PTEN levels, localization and activity are subject to tight control. PTEN 
expression is controlled by numerous transcription factors (e.g. p53, Egr-1 and CBF-1) and post-
transcriptionally via oncogenic microRNAs (miRNAs) that target PTEN mRNA 1,2. Recently, it 
was shown that both mRNAs of the PTEN pseudogene, PTENP1, and competing endogenous 
RNAs (ceRNAs) could serve as decoys for PTEN mRNA-targeting miRNAs, inhibiting their 
effects on PTEN expression 7,8. PTEN is also regulated through protein-protein interactions, the 
association of scaffolding proteins such as MAGI-1 & -2, NHERF and β-arrestins (β-arrs) 
altering its function and/or subcellular localization 9-12. Finally, PTEN catalytic activity is 
regulated post-translationally by phosphorylation, acetylation, SUMOylation and ubiquitination 
2,13.  
Phosphorylation is the best-characterised post-translational mechanism of PTEN regulation. 
The PTEN protein is composed of a short N-terminal PIP2-binding motif, a catalytic domain, 
C2 domain and a regulatory C-terminal tail 1,14. A cluster of serine and threonine residues 
(Ser380, Thr382, Thr383 and Ser385) in the regulatory C-terminal tail of PTEN is constitutively 
phosphorylated by casein kinase 2 (CK2). This results in a stable “closed” form that has reduced 
lipid phosphatase activity, decreased plasma membrane targeting, and increased conformational 
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compaction 15-19. Intramolecular interaction of the phosphorylated C-terminal tail with basic 
residues within the N-terminal PIP2 binding motif, the catalytic and C2 domains, maintains 
PTEN in its “closed” form 20,21. Mutation of the C-terminal tail phosphorylation cluster disrupts 
the intramolecular interaction and promotes an “open” form of PTEN with increased catalytic 
activity and plasma membrane targeting. These findings have led to an elegant model whereby 
a phosphorylation-regulated switch controls the transition of PTEN from a “closed” cytoplasmic 
inactive state and an “open” active state that is localized to the plasma membrane 17,19,21. PTEN 
is also phosphorylated in its C2 domain by ROCK, the downstream effector of RhoA, resulting 
in increased PTEN catalytic activity 22. Finally, PTEN function can be inhibited by 
phosphorylation on tyrosine residues by Src family kinases 23,24. Phosphorylation of tyrosine 
residues, in the C2 domain, are thought to inhibit binding of PTEN to cellular membranes, thus 
leading to increased PI3K/AKT signalling 23,24.  
Downregulation of PTEN activity in human cancers can occur via posttranslational 
modification, in the absence of any PTEN gene alteration. For example, in T cell acute 
lymphoblastic leukemia (T-ALL), PTEN is mostly inactivated by phosphorylation and 
oxidation, resulting in hyperactivation of the PI3K/AKT pathway 25. Pharmacological 
manipulation of the posttranslational mechanisms inactivating PTEN restored PTEN activity 
and inhibited PI3K/AKT signalling in T-ALL cells 25. The ability to directly monitor PTEN, in 
a rapid and sensitive manner, is a key issue to speed the development of anti-cancer drugs aimed 
at enhancing or restoring PTEN-dependent cellular pathways. Indeed, direct measurement of 
PTEN activity can currently only be assessed by enzymatic end point assays in cell lysates. We 
have therefore developed an intramolecular bioluminescent resonance energy transfer (BRET)-
based biosensor that can be used in intact live cells to detect conformational changes of PTEN. 
Using the biosensor we were able to detect conformational rearrangement of PTEN induced by 
(i) targeted mutation of phosphorylation sites affecting key intramolecular interactions as well 
as cancer-associated mutations ablating major mono-ubiquitination sites (ii) modulation of 
signalling pathways that impact PTEN function, including novel GPCR-mediated regulation, 
and (iii), the therapeutic agent trastuzumab, used in the treatment of ERBB2-overexpressing 





Establishment and validation of the Rluc-PTEN-YFP Biosensor 
 Biosensors based on intramolecular resonance energy transfer (RET) detect molecular 
proximity between donor and acceptor molecules at the nanometer scale 26. Changes in 
intramolecular RET, depending on the relative orientation of the donor and acceptor proteins in 
the fusion, permit the monitoring of conformational changes in the “test” protein sandwiched 
between the donor/acceptor couple 26,27. To determine if changes in PTEN conformation can be 
followed in live cells, we set up an intramolecular bioluminescence RET (BRET)-based 
biosensor, comprising the energy donor, Rluc, fused to the N-terminus of PTEN and the energy 
acceptor, YFP, fused to the C-terminus of PTEN (Fig. 1a). Importantly, the lipid phosphatase 
catalytic activity of PTEN in the Rluc-PTEN-YFP biosensor remained intact, as shown by an in 
vitro assay that measures free phosphate released from PIP3 (Fig. 1b). PTEN-null prostate 
cancer PC-3 cells transfected with Rluc-PTEN-YFP were lysed and catalytic activity of 
immunoprecipitated PTEN measured. Lipid phosphatase activity of the PTEN biosensor was 
assessed by measurement of released phosphate from PIP3, YFP-transfected cells serving as 
control (Fig. 1b). As the lipid phosphatase activity of PTEN antagonizes the PI3K/AKT 
signalling pathway, through conversion of PIP3 to PIP2, we next tested the functional activity 
of the biosensor using AKT activation as readout. Expression of Rluc-PTEN-YFP in PC-3 cells 
resulted in decreased AKT activation as indicated by reduced pAKT levels compared to empty 
vector-transfected cells (Fig. 1c). This was comparable to a Myc-tagged form of PTEN and 
PTEN-YFP expressed at similar levels (Fig. 1c). In addition, Rluc-PTEN-YFP displayed a 
similar cellular distribution to PTEN-YFP when imaged in live HEK cells, being found mainly 
in the cytoplasm, but also in the nucleus (Fig. 1d), consistent with previous reports 21. Finally, 
Rluc-PTEN-YFP retained the capacity to interact with protein partners as shown by the 
coimmunoprecipitation of the molecular scaffold β-arr2 11 with the biosensor (Fig. 1e). Taken 
together, these results indicate that PTEN maintains its functional repertoire within the Rluc-
PTEN-YFP biosensor. 
In HEK cells expressing Rluc-PTEN-YFP, addition of the membrane-permeable 
substrate for Rluc, coelenterazine h, elicited a strong basal BRET signal (approximately 300 
mBRET) indicating molecular proximity of the donor and acceptor in the biosensor (Fig. 2a). 
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To eliminate the possibility that the signal detected could be due to intermolecular BRET 
between adjacent Rluc-PTEN-YFP molecules, we measured the BRET signal obtained with 
separate Rluc-PTEN and PTEN-YFP fusion proteins. Cells coexpressing Rluc-PTEN and 
PTEN-YFP at equivalent luminescence and fluorescence levels (Supplementary Fig. 1a and b) 
as those obtained with Rluc-PTEN-YFP gave a minimal basal BRET (Fig. 2a), indicating that 
the signal detected with Rluc-PTEN-YFP does indeed reflect intramolecular BRET. We next 
tested if BRET could be detected in cells expressing “physiological” levels of the PTEN 
biosensor. For this, we transfected PTEN-null PC-3 cells with Rluc-PTEN-YFP to levels 
approximating endogenous levels of PTEN in HEK cells, with over 30% of PC-3 cells 
transfected under these conditions (Fig. 2b and Supplementary Fig. 1c). Using this approach we 
were able to detect a BRET signal (Fig. 2a), indicating that the biosensor can indeed be used at 
“physiological” expression levels. As expected for the donor and acceptor being contained in 
the same molecule, the BRET signal remained stable with increasing Rluc values over a greater 
than 100-fold range (Fig. 2c and d), due to the constant acceptor to donor ratio 28. 
 
Rluc-PTEN-YFP reports PTEN functional change in live cells 
Phosphorylation of PTEN in its C-terminal tail on residues Ser380, Thr382, Thr383 and 
Ser385 (Fig. 3a) favours the closed, predominantly cytoplasmic, form of PTEN 16-18. 
Dephosphorylation of these residues promotes an open, active form of PTEN that is targeted to 
the plasma membrane. As reported previously 21, the C-terminal tail of PTEN (PTEN-tail, amino 
acids 356-403) can be co-immunoprecipitated with a truncated form of PTEN lacking the C-
terminal tail (PTEN-∆tail, amino acids 1-355) (Supplementary Fig. 2a). Mutation of the 
phosphorylation cluster to alanine residues (Ser380Ala, Thr382Ala, Thr383Ala and Ser385Ala) 
results in loss of binding between PTEN-∆tail and PTEN-tail (Supplementary Fig. 2a). 
Furthermore, whereas full-length PTEN does not associate with a coexpressed C-terminal tail, 
a full-length form of PTEN mutated in its phosphorylation cluster (PTEN-A4) is able to 
associate with the tail (Supplementary Fig. 2b). These data are consistent with the proposed 
model of a phosphorylation-dependent intramolecular interaction between amino acids 356-403 
in the PTEN C-tail and residues contained within amino acids 1-355 of PTEN-∆tail.  
To determine whether PTEN conformational changes can be monitored in live cells, we 
introduced Ser380Ala, Thr382Ala, Thr383Ala and Ser385Ala mutations in the biosensor (Rluc-
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PTEN(A4)-YFP) (Fig. 3a). Strikingly, mutation of all four phosphorylation residues within 
Rluc-PTEN-YFP produced a marked reduction in the BRET signal (greater than 50%), 
compared to wild-type PTEN, indicating increased distance and or/altered orientation of Rluc 
and YFP relative to each other (Fig. 3b-d). This change is consistent with the “opening” of the 
PTEN molecule upon dephosphorylation of its carboxyterminal tail in live HEK cells. The 
change in BRET signal observed with Rluc-PTEN(A4)-YFP was associated with increased 
targeting to the plasma membrane in live HEK cells (Fig. 3e). A similar decrease in BRET with 
Rluc-PTEN(A4)-YFP was observed in HeLa cells (Fig. 3f). Again, this was associated with 
enhanced membrane targeting as assessed by increased colocalization of YFP signal with red 
fluorescent-labelled lectin, wheat germ agglutinin (WGA), on non-permeabilized cells (Fig. 3g 
and h). These data demonstrate that conformational change of PTEN can be monitored in live 
cells using the biosensor. 
 
Pathways controlling PTEN are detected by Rluc-PTEN-YFP 
We next examined if signalling pathways known to regulate PTEN activity would induce 
BRET changes in cells expressing Rluc-PTEN-YFP. The serine-threonine kinase CK2 is 
involved in phosphorylation of the regulatory sites in the C-terminus of PTEN. CK2 
overexpression has been observed in several different types of cancer 25,29-31. For example, in 
human T-ALL, CK2 is overexpressed leading to phospho-dependent PTEN inactivation and 
subsequent hyperactivation of the PI3K/AKT pathway 25. Pharmacological inhibition of CK2 
restored PTEN activity and inhibited PI3K/AKT signalling in T-ALL cells 25. We examined 
whether incubation of cells with the CK2 inhibitor, tetrabromobenzotriazole (TBB), could 
modulate the BRET signal of Rluc-PTEN-YFP (Fig. 4a-c). For this, we transfected PC-3 cells 
with the PTEN biosensor and incubated cells overnight with the CK2 inhibitor. Consistent with 
our results using the C-terminal mutants above, TBB elicited a significant decrease in BRET 
(p<0.001, n=4, t test), which paralleled a significant decrease (p<0.05, n=4, t test) in 
phosphorylation of Ser380/Thr382/Thr383 as assessed with a specific phospho-PTEN antibody 
against these sites (Fig. 4a-c). Cells incubated with TBB also displayed decreased pAKT levels 
(Fig. 4d and e) consistent with previous reports 25. In a converse approach to CK2 inhibition we 
next assessed the effect of co-expressed HA-tagged CK2 on the biosensor. Interestingly, HA-
CK2 elicited a significant increase (p<0.001) above baseline BRET of the biosensor (Fig. 4f) as 
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opposed to the decrease observed with TBB. These results indicate that both positive and 
negative modification of signalling pathways that impact on PTEN function can be detected 
using the biosensor in live cells. 
We next investigated the effect of the RhoA/ROCK pathway on Rluc-PTEN-YFP as the 
small GTPase RhoA is known to stimulate PTEN activity via its downstream effector ROCK 
11,22,32. We coexpressed the PTEN biosensor with a constitutively active form of RhoA (RhoA-
V14). RhoA-V14 produced a robust decrease in BRET compared to vector-transfected cells 
(Fig. 5a) indicating conformational change, and activation of the biosensor, as shown by in vitro 
phosphatase assay (Fig 5b) as well as reduced pAKT levels in cells (Fig. 5c). We recently 
showed that β-arrs bind directly and activate PTEN lipid phosphatase activity and that this 
occurs downstream of RhoA/ROCK signalling 11. We thus tested the effect of β-arr2 on PTEN 
conformation using the biosensor. Coexpression of Rluc-PTEN-YFP with β-arr2 induced both 
a reduction in BRET and increased lipid phosphatase activity (Fig. 5 d and e). We also made 
use of β-arr2-/- mouse embryonic flibroblasts (MEFs) for effects on the biosensor. Compared 
to wild-type counterparts, β-arr2-/- MEFs demonstrated increased PTEN biosensor BRET and 
this was associated with increased pAKT signalling (Fig. 5f and g). The findings above 
demonstrate that the biosensor can be used as readout for conformational change associated with 
PTEN activation status, following modulation of signalling pathways or interaction with PTEN-
binding partners. 
 
Rluc-PTEN-YFP uncovers novel GPCR-mediated PTEN regulation  
Only a handful of receptors are currently known to physiologically regulate PTEN. One 
of these is the sphingosine 1-phosphate receptor 2 (S1PR2), which belongs to the G protein-
coupled receptor (GPCR) family. The S1PR2 stimulates PTEN activity downstream of a RhoA-
dependent pathway to inhibit cell migration 33. While the S1PR2 can stimulate PTEN activity 
in HEK cells, the related S1PR1 isoform was found to be without effect on PTEN activation 33. 
We took advantage of these findings to test if the lipid S1P acting at either the S1PR1 or S1PR2 
expressed at equivalent levels (Supplementary Fig. 3) could promote changes in PTEN 
conformation. HEK cells cotransfected with Rluc-PTEN-YFP and either S1PR1 or S1PR2 were 
incubated with S1P and BRET signals measured. Remarkably, whereas S1P (not vehicle alone) 
produced a change in BRET signal of Rluc-PTEN-YFP in S1P2R-expressing cells, S1P 
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remained without effect in S1PR1-expressing cells (Fig. 6a). Similar BRET results were 
obtained in HeLa cells (Fig. 6b). While the BRET experiments were performed with transfected 
receptors to bias signalling via the expressed receptor, we also pre-incubated untransfected 
HeLa cells, that endogenously express S1PR1 and S1PR2, with the specific S1PR2 antagonist 
and found that this led to increased AKT activation following incubation of cells with S1P (Fig. 
6c). This is consistent with S1PR2-specific release of a PTEN-mediated brake on PI3K/AKT 
signalling in this cell model.  
We next used Rluc-PTEN-YFP as a screening tool in an attempt to uncover additional 
GPCRs capable of modulating PTEN function. As the S1PR2 activates PTEN via a RhoA-
dependent pathway 33 we tested several other GPCRs, known to stimulate RhoA-dependent 
signalling in HEK cells but that have not been reported so far to modulate PTEN activity in this 
system. The Angiotensin Type 1A receptor (AT1AR) has previously been shown to activate 
RhoA in HEK cells 34-36. We first confirmed that the AT1AR can activate the Rho/ROCK 
pathway in HEK cells using an in vitro assay that measures ROCK activity. Following activation 
of the receptor by angiotensin II, cells were lysed, ROCK was immunoprecipitated and 
incubated with purified myosin phosphatase target subunit (MYPT), as substrate, in the presence 
of ATP. Increased pMYPT levels were observed following stimulation of the receptor, 
reflecting the activation of the RhoA/ROCK pathway (Fig. 7a). Cells were next cotransfected 
with the AT1AR and Rluc-PTEN-YFP, and incubated with angiotensin II. Ligand-induced 
conformational change of PTEN was illustrated by a significant decrease (p<0.001, n=5, 
ANOVA with Bonferroni post hoc test) in BRET at 5, 10 and 20 minutes incubation with 
angiotensin II compared to vehicle treated cells (Fig. 7b). PTEN catalytic activity was found to 
increase over the same time-frame using an in vitro phosphatase assay conducted in parallel 
(Fig. 7c and Supplementary Table 1a). Further evidence in favour of PTEN activation 
downstream of the AT1AR was also provided using a siRNA approach to reduce PTEN levels. 
In control cells transfected with non-targeting siRNA, stimulation of the AT1AR by angiotensin 
II led to increased pAKT levels (Fig. 7d). Reduction of PTEN levels by siRNA led to increased 
basal pAKT levels, which were further increased upon AT1AR activation (Fig. 7d). Taken 
together the above results suggest a novel negative feedback loop on PI3K/AKT signalling and 
imply that PTEN activation can be triggered downstream of the AT1AR. 
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BRET can monitor changes in energy transfer in real-time 27. We therefore next assessed 
the kinetics of changes in intramolecular BRET with Rluc-PTEN-YFP, following stimulation 
of the AT1AR in real-time by monitoring the same cell population and taking BRET 
measurements every minute. Using this approach, Angiotensin II induced a time-dependent 
decrease in BRET over a 20min time period, whereas no decrease in BRET was observed in 
control cells incubated with vehicle alone (Fig. 7e). A dose-response experiment was also 
performed (Fig. 7f) with varying Angiotensin II concentrations at a fixed time point (10 min) 
and the obtained EC50 of 1.39nM agrees well with data measuring EC50 values of Angiotensin 
II on other downstream signalling events 37. Pretreatment of cells with the ROCK inhibitor 
Y27632 enhanced the BRET signal above baseline levels (+37mBRET) and abolished the time-
dependent decrease in BRET following Angiotensin II stimulation (Fig. 7g and h), 
demonstrating that activation of the biosensor occurs as a consequence of a cellular signalling 
cascade that regulates PTEN. In agreement with this, maximal AT1AR-induced pAKT levels at 
both Thr308 and Ser473 sites were higher following pretreatment of cells with Y27632 (Fig. 7i-
j). 
We subsequently tested two other GPCRs, the Thromboxane A2 receptor (TPaR) and 
the muscarinic M1 receptor (M1MR) known for their capacity to activate RhoA in HEK cells 
38,39. Following activation, both receptors produced significant shifts (p<0.001, n=5) in BRET 
signal of Rluc-PTEN-YFP (Fig. 8a and b). Reduction of PTEN levels by siRNA led, in both 
cases, to higher pAKT levels following agonist stimulation, indicating that PTEN activity limits 
the PI3K/AKT pathway downstream of TPaR and M1MR signalling (Fig. 8c and d). 
Interestingly, in agreement with our findings here, TPaR was reported to activate PTEN in 
endothelial cell systems 40. The above data provide proof of principle that receptor-mediated 
physiological regulation of PTEN can be detected using the PTEN biosensor. 
 
Monitoring PTEN function upon therapeutic agent treatment 
To determine if therapeutic agents that impact on PTEN function can be monitored using 
this biosensor, we tested for the effect of Trastuzumab, a rationally designed targeted treatment 
for certain breast cancer patients 41. Trastuzumab is a humanized antibody targeting ERBB2 that 
displays therapeutic efficacy in certain patients with ERBB2-overexpressing breast tumours. 
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PTEN has been reported to contribute to the antitumour activity of trastuzumab 42, patients 
harbouring PTEN-deficient breast cancers showing significantly poorer responses to this 
antibody than those with normal PTEN. Acute trastuzumab treatment of breast cancer cell lines 
overexpressing endogenous ERBB2, results in increased membrane association and 
phosphatase activity of PTEN with consequent downregulation of pAKT levels 42. We expressed 
Rluc-PTEN-YFP in SKBR3 breast cancer cells, which express high levels of endogenous 
ERBB2, and in MCF7 cells, which do not (Fig. 9a). Incubation of SKBR3 cells with trastuzumab 
resulted in decreased BRET signals, which was maximal at 20mins (Fig. 9a). The change in 
BRET signal coincided with increased PTEN activity (Fig. 9b and Supplementary Table 1b) and 
decreased cellular pAKT levels (Fig. 9c). Incubation of MCF-7 cells with trastuzumab did not 
result in any significant change in BRET compared to baseline values, suggesting that the effect 
of trastuzumab in SKBR3 cells does indeed pass through ERBB2 (Fig. 9a). To further confirm 
the specificity of the response obtained with the biosensor, we used MCF-7 cells stably 
transfected with either full-length ERBB2 or p95-ERBB2, an amino-terminally truncated 
receptor that is found in some tumours and that cannot bind to trastuzumab 43. A 20 minutes 
incubation with trastuzumab caused a change in BRET signal in full-length ERBB2-expressing 
cells but no change was observed in the p95-ERBB2-expressing cells lacking the trastuzumab-
binding extracellular domain (Fig. 9d). These data illustrate the specificity of the biosensor, 
showing that while trastuzumab acting through the full-length ERBB2 receptors impacts PTEN, 
the p95-ERBB2 receptor that is refractory to trastuzumab does not.  
Combined, the above data demonstrate that changes in BRET signal from the PTEN 
biosensor can reflect intramolecular conformational rearrangement that correlates with PTEN 





The Rluc-PTEN-YFP biosensor described here can be used to rapidly detect 
conformational rearrangements of PTEN in intact cells and in real-time, including those during 
its activation. Importantly, the biosensor retains PTEN catalytic activity and thus the capacity 
to downregulate the PI3K/AKT pathway, as well as displaying its expected cellular localization. 
A strong and stable intramolecular BRET was detected over a 100-fold range in expression, 
demonstrating the robustness of the biosensor. Moreover, BRET signals of Rluc-PTEN-YFP 
were detected at physiologically relevant levels of expression, following recomplementation of 
PTEN-null cells with the biosensor, to those that approximate endogenous expression in other 
PTEN-containing cells, highlighting its sensitivity. Receptors previously shown to be without 
effect on PTEN function did not produce changes in biosensor signal, demonstrating its 
specificity. We were also able to use Rluc-PTEN-YFP in a reporter role to uncover novel GPCR-
mediated regulation of PTEN. Furthermore, activation-associated changes in Rluc-PTEN-YFP 
signal could be modulated pharmacologically with compounds targeting signalling pathways 
that impact PTEN function or by modifying therapeutic target receptor levels, as in the case of 
cell lines expressing different levels of ERBB2. However, because conformational changes 
detectable with the biosensor do not always necessarily reflect PTEN activation, for every new 
experimental set up BRET data need to be matched with additional tests, such as subcellular 
localization of PTEN or determination of active AKT levels.  
We used Rluc-PTEN-YFP in several different ways to investigate cellular and molecular 
mechanisms controlling the PTEN pathway. The biosensor was used in a structure-function 
mode to investigate if mutation of amino acids implicated in the regulation of PTEN function 
results in conformational change in live cells. We demonstrated this by mutation of key amino 
acids in the C-terminal tail, known to be important for conformational rearrangement of PTEN, 
which also result in changes in its membrane targeting/cellular activity and found shifts in BRET 
signals of the biosensor, indicative of conformational change. Furthermore, we showed that 
pharmacological inhibition of CK2 caused changes in wild-type PTEN biosensor BRET signal 
that paralleled dephosphorylation of the regulatory C-terminal residues. This is of particular 
interest given that CK2 inhibition has been shown to restore PTEN-dependent signalling in 
cancer cell systems and has been suggested as a potential research avenue for T-ALL treatment 
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25. Our data validate experimentally, in living cells, the proposed model of a PTEN switch 
between an open/active conformation targeted to the plasma membrane and a closed/less active 
cytoplasmic state 17,21. The importance of PTEN membrane localization is highlighted by studies 
showing that certain cancer-associated mutations do not display reduced catalytic activity in 
vitro but instead affect membrane localization 44. The impaired plasma membrane binding of 
these mutants results in a PTEN-null phenotype in cells. The biosensor could, therefore, be used 
to probe the effects of other amino acids implicated in PTEN control, such as those that are the 
target of other post-translational modifications, in addition to assessing the effect of cancer-
derived mutations on conformation. To provide an example of this, we investigated mutations 
that have previously been shown to ablate major mono-ubiquitination sites in PTEN. K13 in 
PTEN is mutated to glutamic acid (K13E) in spontaneous cancer 45 and K289 mutated to 
glutamic acid (K289E) is associated with Cowden syndrome 46,47. These sites are found on 
unstructured regions of PTEN 14 (Supplementary Fig. 5a and b) and were both identified as 
major monoubiquitination sites that are important for nuclear import of PTEN 46. Introduction 
of the K13E/K289E mutations in the Rluc-PTEN-YFP caused a change in BRET signal 
indicative of conformational change (Supplementary Fig. 5). This indicates that in addition to 
reporting on phosphorylation-related changes in PTEN function, the BRET reporter can also be 
used to probe conformational changes associated with other post-translational modifications.   
The biosensor was also used to assess whether PTEN-protein partner interactions and/or 
important intracellular signalling proteins can induce PTEN conformational changes. As proof 
of concept, RhoA and β-arr2, known to activate PTEN 11,22, both promoted changes in PTEN 
conformation in live cells. PTEN has a number of protein-binding partners that are required for 
its cellular functions and plasticity 1,48-51. Previously characterized or candidate PTEN-protein 
partners that may form part of the PTEN interactome, as well as signalling proteins that may 
affect PTEN function, can therefore be rapidly assessed for their effect on PTEN conformation 
change by simple coexpression with Rluc-PTEN-YFP in live cells. It should be noted that a 
subset of PTEN partners that interact with PTEN through its C-terminal PDZ-binding sequence 
are likely not adapted to this approach due to the C-terminal fusion of YFP.  
The biosensor proved to be valuable in monitoring PTEN conformational change in real-
time kinetic experiments in live cells, following incubation with therapeutic agents or 
physiological ligands that target cell surface receptors. Src is known to interact with ERBB2 
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and is therefore activated in ERBB2-overexpressing cancer cells 52. PTEN function is inhibited 
by phosphorylation on tyrosine residues by Src family kinases 23,24. The ERBB2-targeting 
antibody, trastuzumab, used in the treatment of certain breast cancers 41,42 induces PTEN 
membrane targeting and phosphatase activity by reducing PTEN tyrosine phosphorylation via 
Src inhibition 42. We showed that trastuzumab, caused a time-dependent change in Rluc-PTEN-
YFP BRET that coincided with PTEN activation. The specificity of this signal was 
demonstrated by performing control experiments in cells that do not overexpress endogenous 
ERBB2, or in cells overexpressing a variant of the ERBB2 receptor, ERBB2-p95, that lacks the 
trastuzumab-binding extracellular domain 43. We also probed the effect of several GPCRs for 
their effects on the biosensor. Whereas the lipid S1P was able to change the BRET signal of the 
biosensor through the S1PR2, it was without effect on the S1PR1 isoform, in agreement with 
previous finding that S1PR2, but not S1PR1, activates PTEN in HEK cells 33. Using the same 
strategy we were also able to identify three other GPCRs (AT1AR, TPaR and M1MR) that can 
activate PTEN. These experiments therefore provide proof of principle that the biosensor can 
be used to uncover additional cell surface receptors that influence PTEN function and provide 
a strategy for the identification of other potential physiological/therapeutic receptor targets. 
Finally, as the biosensor can be used as a rapid, direct and sensitive means to detecting activation 
of PTEN catalytic activity, it could therefore be used as readout for screening of small molecules 
that enhance or restore PTEN signal transduction. The identification of such agents would be 





Plasmids and reagents 
Rluc-PTEN-YFP plasmid was generated by sequentially subcloning the coding sequence of 
Rluc in-frame at the N-terminus and YFP at the C-terminus of PTEN, yielding a Rluc-PTEN-
YFP with flexible spacers of 18 aa between Rluc and PTEN, and 7 aa between PTEN and YFP. 
The sequential strategy allowed the generation of Rluc-PTEN and PTEN-YFP control vectors. 
Point mutations of PTEN in Rluc-PTEN-YFP were introduced by Quickchange (Stratagene) 
site-directed mutagenesis (PTEN-K13E/K289E) or by subcloning mutant PTEN (PTEN-A4) 
from previously characterized vectors. K13E was generated with the following primers: 5'-
GTTAGCAGAAACGAAAGGAGATATCAAGAG-3' (sense) and 5'-
CTCTTGATATCTCCTTTCGTTTCTGCTAAC-3' (anti-sense). K289E was generated with the 
following primers: 5'-GAAACCTCAGAAGAAGTAGAAAATGGA-3' (sense) and 5'-
TCCATTTTCTACTTCTTCTGAGGTTTC-3' (antisense). Myc-PTEN, Myc-PTEN-A4, Myc-
PTEN∆tail (1-355), Myc-RhoA-V14 constructs in the pRK5 vector were kind gifts of Alan Hall 
(MSKCC, New York). PTEN-tail (356-403)-YFP constructs were generated by amplifying the 
PTEN C-terminal tail by PCR and inserting the products into the pEYFP-N1 plasmid. All 
constructs were verified by sequencing (Institut Cochin Sequencing Facility). S1PR1, S1PR2 
and TPaR were obtained from Missouri S&T cDNA resource center. CK2 plasmid was obtained 
from David Litchfield (University of Western Ontario) via Addgene and has been described 
previously 53. AT1AR and M1MR have been described previously (Scott et al., 2006). The 
antibodies pAKT, total AKT, phospho PTEN (Ser380/Thr382/Thr383), PTEN (138G6), Myc 
(71D10), β-arr1/2 (D24H9), HA (C29F4) and GAPDH were from Cell signalling, PTEN mAb 
clone 6H2.1 was from Millipore, GFP and Myc (9E10) were from Roche, anti-c-erbB2 (clone 
e2-4001) was from Thermo Scientific, tubulin and actin were from Santa Cruz, and FLAG was 
from Sigma. All antibodies were used at 1/1000 dilution for Western blots apart from anti-PTEN 
(138G6) and anti-β-arr1/2, which were used at 1/5000 dilution. ROCK inhibitor Y27632, 
Carbachol and Angiotensin II were from Sigma, U46619 and JTE103 were from Cayman 
Chemical. Wheat Germ Agglutinin (WGA)-Texas Red conjugate was from Molecular Probes. 
Rho Kinase assay kit was from Cell Biolabs and Trastuzumab was kindly provided by 
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Genentech. MCF-7 HER2 and p95 HER2 cells lines were a kind gift from Maurizio Scaltriti 
(Harvard Medical School). 
 
Cell culture and transfection 
All cell lines were obtained from the ATCC. HEK293T, HeLa and MCF-7 cells were cultured 
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 
penicillin/streptomycin. PC-3 cells were maintained in RPMI supplemented with 10% FBS and 
penicillin/streptomycin. SKBR3 cells were transfected with DMEM/F12 supplemented with 
10% FBS and penicillin/streptomycin. HEK293T and HeLa cells were transfected using 
GeneJuice (Novagen), SKBR3, MCF-7 and PC-3 cells with Fugene HD (Promega). Co-
transfection of plasmids and siRNA in HeLa cells was performed using Dharmafect Duo. 1µg 
of plasmid and 100nM final concentration of siRNA duplexes were used per well of a 12-well 
plate.  
 
PTEN phosphatase assay 
Phosphatase assays were performed as described previously 11. Briefly, cells were transfected 
with either Rluc-PTEN-YFP or YFP vector and the indicated plasmids, lysates 
immunoprecipitated using an anti-PTEN antibody (Millipore) or an anti-GFP antibody (Roche) 
and incubated 45 minutes at 37°C with 100 m M water-soluble di-C8-PIP3 (Echelon 
Biosciences). Released phosphate was measured by optical density at 620 nm using Biomol 
green reagent (Enzo Life Sciences). YFP Vector control values were subtracted and samples 
normalized to PTEN alone. 
 
Endogenous ROCK activity assay 
ROCK activity in cell lysates was measured using a kit from Cellbiolabs according to the 
manufacturer’s instructions.  
  
Immunoprecipitation and immunoblotting 
For co-immunoprecipitations of b-arrestin with Rluc-PTEN-YFP cells were lysed in buffer 
containing 50mM Hepes (pH 7.4), 250mM NaCl, 2mM EDTA, 0.5% NP-40, 10% glycerol 
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supplemented with protease and phosphatase inhibitors (Roche) as used for previous b-arrestin 
interaction studies21,54,55. For co-immunoprecipitations of PTEN-tail fusions with PTEN-∆tail, 
HEK293T cells expressing relevant plasmids were lysed in buffer containing 10 mM Tris-HCL 
(pH 7.5), 140 mM NaCl, 5 mM EDTA and 0.1% Nonidet P-40 supplemented with protease and 
phosphatase inhibitors (Roche). For both IP protocols lysates were cleared by centrifugation at 
13,000rpm for 15 minutes at 4°C. Supernatants were added to washed EZview Red Myc affinity 
beads (Sigma). Bound proteins were washed 2-4 times in lysis buffer and beads resuspended in 
laemmli buffer. Immunoprecipitated proteins were subsequently detected by Western blot. 
Representative examples of uncropped Western blots are included in Supplementary 
Information (Supplementary Figure 6).  
 
Immunofluorescence 
Fluorescence microscopy was carried out using a Leica spinning-disk microscope with a x63 oil 
immersion lens, equipped with a CoolSnap HQ2 CCD camera. Live images were acquired from 
HEK cells growing on 35mm m -dishes (Ibidi). HeLa cells were grown on glass coverslips for 
immunofluorescence and PC-3 cells were grown in Ibidi 4-well chambers.  
 
BRET assays 
BRET assays were performed as described previously 27,28,56. Briefly, 24h post-transfection, 
cells were detached with Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Invitrogen) and distributed in 
white 96-well optiplates (Perkin Elmer). Coelenterazine h (Interchim) was added to a final 
concentration of 5 m M, and incubated for 3 minutes at 25°C. BRET readings were collected 
using a Multilabel Reader Mithras LB 940 (Berthold Technologies). Substrate and light 
emissions were detected at 480 nm (Rluc) and 540 nm (YFP) for 1 second. The BRET signal 
was calculated by ratio of the light emitted by YFP and the light emitted by Rluc (YFP/Rluc). 
The ratio values were corrected by substracting background BRET signals detected when Rluc-
PTEN was expressed. mBRET values were calculated by multiplying these ratios by 1000. For 
receptor stimulation assays with adherent cells, HEK cells were seeded in white 96-well culture 
plates (Perkin Elmer) 24h prior to transfection. Cells were transfected with the indicated 
plasmids 24h after seeding. 8h after transfection, cells were starved in DMEM without serum. 
24h after transfection, medium was replaced by HBSS supplemented with 10 mM Hepes. 
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Coelenterazine h was added to a final concentration of 5 µM, and incubated for 3 minutes at 




HeLa cells were re-suspended in PBS, 2% FBS fatty acid free and incubated with various 
concentration (0.1nM to 2mM) of S1P-fluorescein-conjugated (Echelon) for 20min or S1P-
fluorescein-conjugated (Echelon) with 20 times more unconjugated S1P to measure the non-
specific binding. Data acquisition was performed on FACSCanto II (BD) flow cytometer and 
analyzed with FlowJo software (Treestar). Specific mean fluorescence intensity was plotted 
against S1P concentration and Bmax was calculated from the scatchard plot generated on 
Graphpad Prism. 
 
Data analysis and statistics 
Where quantification is included for Western blots, signals were quantified by densitometric 
analysis using Image J. Data represented are the means + sem of a least three independent 
experiments. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software with either 
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Figure 1. The Rluc-PTEN-YFP biosensor retains PTEN functionality 
(a) Schematic representation of Rluc-PTEN-YFP biosensor. PTEN is sandwiched between Rluc 
(Luc in diagram) and YFP. This diagram illustrates how conformational changes may induce 
variations in BRET measurements, although the real orientations of donor and acceptor proteins 
are not known. (b) PTEN immunoprecipitates from PC-3 cells expressing YFP or Rluc-PTEN-
YFP, were analysed for the capacity to dephosphorylate water soluble diC8-PIP3 (100µM). Data 
shown represent mean ± sem of three independent experiments. ** p<0.01, t test. (c) Levels of 
activated Akt (pAkt Ser 473) measured in PC-3 cells recomplemented with Myc-PTEN, Rluc-
PTEN-YFP or PTEN-YFP. Histogram represents quantification of relative pAkt levels for four 
independent experiments. A.U.: Arbitrary Units. *** p<0.001, ANOVA with Bonferroni post 
hoc test. (d) Subcellular distribution of YFP, PTEN-YFP and Rluc-PTEN-YFP. HEK cells were 
transfected with the indicated plasmids and live cells were imaged. Scale bar is 10 µm. (e) 
Coimmunoprecipitation of Rluc-PTEN-YFP with Myc-β-arr2 from transfected HEK293 cells. 
Myc-β-arr2 was immunoprecipitated using anti-myc antibodies and associated Rluc-PTEN-YFP 
was revealed with an anti-GFP antibody.  
 
Figure 2. Intramolecular BRET signals of Rluc-PTEN-YFP 
(a) mBRET measurements in HEK293 cells transfected with Rluc-PTEN-YFP for 
intramolecular BRET, or cotransfected with Rluc-PTEN and PTEN-YFP for intermolecular 
BRET. PC-3 cells were transfected with Rluc-PTEN-YFP at levels comparable to endogenous 
PTEN in HEK cells as shown in Western blot (b). Data are mean ± sem of four independent 
experiments. (c) BRET measurements for increasing concentrations of the indicated constructs. 
Data are mean ± sem of four independent experiments. (d) representative blots using an anti-
PTEN antibody. Symbols (*) and (+) refer to their respective BRET measurements in (c). BRET 
measurements in these experiments were performed on detached cells. 
 




(a) Schematic representation of PTEN showing the regulatory phosphorylation site residues in 
the C-terminal tail and the mutation introduced to create the PTEN-A4 mutant. Respective 
mBRET (b) ΔmBRET (c) and %∆mBRET (d) values of Rluc-PTENwt-YFP and Rluc-
PTEN(A4)-YFP. The graphs represent mean ± sem of four independent experiments. *** 
p<0.001, t test. (e) Localisation of PTEN constructs in HEK cells. Cells were transfected with 
Rluc-PTENwt-YFP and Rluc-PTEN(A4)-YFP, and live cells were imaged. Insets show 
magnified regions of the boxed areas and demonstrate membrane targeting of PTEN-A4 
(arrowheads). (f) %∆mBRET of Rluc-PTEN(A4)-YFP versus Rluc-PTENwt-YFP in HeLa 
cells. Error bars are sem. (g and h) Colocalization of Rluc-PTEN-YFP and Rluc-PTEN(A4)-
YFP with fluorescent-WGA on non-permebilized HeLa cells. Insets show magnified regions of 
the boxed regions. Scale bars are 10µm. Quantification mean ± sem on 12 different cells was 
performed using the Image J colocalization plugin, *** p<0.001, t test. BRET measurements in 
these experiments were performed on detached cells. 
 
Figure 4. Modulation of CK2 promotes conformational changes in PTEN 
(a-c) Effect of overnight incubation with the CK2 inhibitor, TBB (50µM), on BRET signal (a) 
and phosphorylation of the S380/T382/T383 cluster (b and c) in PC-3 cells transfected with 
Rluc-PTEN-YFP. The graphs represent mean ± sem of four independent experiments. A.U.: 
Arbitrary Units. *** p<0.001, * p<0.05, t tests. (d and e) Effect of TBB incubation on pAKT 
levels in serum starved PC-3 cells transfected with Rluc-PTEN-YFP. The graph represents mean 
± sem of four independent experiments. A.U.: Arbitrary Units. ** p<0.01, t test. (f) Effect of 
overexpression of HA-CK2 on BRET of Rluc-PTEN-YFP in HEK cells. The graph represents 
mean ± sem of four independent experiments. *** p<0.001, t test. BRET measurements in these 
experiments were performed on detached cells.   
 
Figure 5. Conformational changes of Rluc-PTEN-YFP induced by active RhoA and β-arr2 
are associated with its activation status 
(a) ΔmBRET values for Rluc-PTEN-YFP in HEK cells cotransfected with either empty vector 
or Myc-RhoV14. Graph represents means for five independent experiments ± sem. *** p<0.001, 
t test. (b) In vitro lipid phosphatase activity of immunoprecipitated PTEN biosensor, using an 
anti-GFP antibody, from HEK293 cells transfected with Rluc-PTEN-YFP, or Rluc-PTEN-YFP 
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and Myc-RhoV14. YFP vector control values were subtracted and samples normalized to PTEN 
alone. Data shown represents mean ± sem of three independent experiments. ** p<0.01, t test. 
(c) Serum starved HEK cells transfected with empty vector or Myc-RhoV14 were assessed for 
pAKT levels. Data shown represents mean ± sem of six independent experiments. A.U.: 
Arbitrary Units. *** p<0.001, t test. (d) ΔmBRET values for Rluc-PTEN-YFP in HEK cells 
cotransfected with either empty vector or FLAG-β-arr2. Graph represents means for five 
independent experiments ± sem. ** p<0.01, t test. (e) In vitro lipid phosphatase activity of 
immunoprecipitated PTEN, using an anti-GFP antibody, from HEK293 cells transfected with 
Rluc-PTEN-YFP, or Rluc-PTEN-YFP and FLAG-β-arr2. YFP vector control values were 
subtracted and samples normalized to PTEN alone. Data shown represents mean ± sem of three 
independent experiments. ** p<0.01, t test. (f) ΔmBRET values for Rluc-PTEN-YFP in WT or 
β-arr2-/- MEFs transfected with Rluc-PTEN-YFP. Graph represents means for four independent 
experiments ± sem. ** p<0.01, t test. (g) WT and β-arr2-/- MEFs were assessed for pAKT levels. 
Data shown represents mean ± sem of four independent experiments. A.U.: Arbitrary Units. * 
p<0.05, t test. BRET measurements in these experiments were performed on detached cells. 
 
Figure 6. Sphingosine 1-phosphate receptor 2 (S1PR2)-induced PTEN conformational 
rearrangement monitored by real-time BRET 
HEK (a) or HeLa cells (b) were cotransfected with Rluc-PTEN-YFP and S1PR1 or S1PR2, and 
treated with S1P (100 nM) or vehicle (PBS). Graphs represent ΔmBRET measurements at 
t=5min as mean ± sem for four independent experiments. ** p<0.01, t test, n.s. means not 
significant. (c) HeLa cells were preincubated with the S1PR2-specific antagonist JTE103 (1µM) 
and then treated with S1P for 5min. Cells were lysed and assessed for active AKT (pAKT) 
levels. BRET measurements in these experiments were performed on adherent cells.  
 
Figure 7. Angiotensin Type 1A receptor (AT1AR)-induced PTEN activation monitored by 
real-time BRET 
(a) ROCK activity was assessed, after AngII treatment, by immunoprecipitation of ROCK 
followed by incubation with its substrate, MYPT. Levels of activated MYPT (pMYPT) were 
revealed by Western Blot. (b) HEK cells were cotransfected with Rluc-PTEN-YFP and AT1AR 
and treated with AngII (100nM). Graph represents the means ± sem of three independent 
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experiments. *** p<0.001, t tests. (c) PTEN lipid phosphatase activity measured in vitro 
following AngII (100nM) stimulation in HEK cells cotransfected with Rluc-PTEN-YFP and 
AT1AR. Rluc-PTEN-YFP was immunoprecipitated using an anti GFP antibody and incubated 
with water soluble diC8-PIP3 (100µM). YFP vector control values were subtracted and samples 
normalized to PTEN alone. Graph represents the means ± sem of three independent experiments. 
*** p<0.001, ANOVA with Bonferroni post hoc test. (d) HeLa cells were cotransfected with 
AT1AR and control or PTEN-targeting siRNA. Cells were left unstimulated or stimulated with 
AngII (100nM) before being lysed and assessed for pAKT and PTEN levels by Western blot. 
(e) Real-time experiment curves of ligand-induced conformational changes. HEK cells were 
cotransfected with Rluc-PTEN-YFP and AT1AR and treated with AngII (100 nM). BRET 
readings were collected immediately after addition of agonist. Graph represents the means ± 
sem of five independent experiments. (f) HEK cells were cotransfected with Rluc-PTEN-YFP 
and AT1AR and treated with increasing concentrations of AngII (0.01nM-10µM) for 10min. 
Data were plotted using non-linear regression (Prism). Graph represents the means ± sem of five 
independent experiments. (g) HEK cells were cotransfected with Rluc-PTEN-YFP and AT1AR. 
Cells were pre-treated with ROCK inhibitor Y27632 (10 µM) for 3 hours prior to AngII 
stimulation. In the kinetic cells are normalized to control cells at time 0. Data represent the 
means ± sem of five independent experiments. (h) Histogram representation of data in (g) at 0, 
5 and 20 mins showing ∆mBRET normalized to control cells at t=0 min. (i) HeLa cells were 
transfected with AT1AR and pre-treated with ROCK inhibitor Y27632 (10 µM) for 3 hours 
prior to AngII stimulation. Cells were subsequently lysed and assessed for pAKT (Thr 308 and 
Ser 473 sites) levels by Western blot. Quantification of four independent experiments for 
phosphorylation of AKT at Thr308 and Ser473 is shown in panels (j) and (k). A.U.: Arbitrary 
Units. Error bars are sem. *** p<0.001, * p<0.05, ANOVA with Bonferroni post hoc test. BRET 
measurements in these experiments were performed on adherent cells.  
 
Figure 8. Thromboxane A2 receptor (TPaR) and muscarinic M1 receptor (M1MR)-
induced PTEN activation monitored by real-time BRET 
(a) and (b) HEK cells were cotransfected with Rluc-PTEN-YFP and TPαR or M1MR, and 
treated with thromboxane mimetic U46619 (1µM) or Carbachol (CCh) (100 µM). Graphs 
represent the means ± sem of three independent experiments. *** p<0.001, *p<0.05, t tests. (c) 
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and (d) HeLa cells were cotransfected with TPαR or M1MR and control or PTEN-targeting 
siRNA. Cells were left unstimulated or stimulated with U46619 (1µM) or Carbachol (CCh) (100 
µM) before being lysed and assessed for pAKT and PTEN levels by Western blot. BRET 
measurements in these experiments were performed on adherent cells.  
  
Figure 9. Trastuzumab induces conformational changes that correlate with enhanced lipid 
phosphatase activity of PTEN 
(a) BRET experiment in SKBR3 and MCF-7 cells transfected with Rluc-PTEN-YFP and treated 
with trastuzumab (2 µg ml-1) for the indicated times. Graph represents means ± sem for four 
independent experiments. Lower panel shows representative Western Blot using an anti-ErbB2 
antibody on lysates of SKBR3 and MCF-7 cells. GAPDH was used as loading control. (b) In 
vitro phosphatase assay of immunoprecipitated Rluc-PTEN-YFP from transfected SKBR3 
treated with Trastuzumab for 20 minutes (2 µg ml-1). YFP vector control values were subtracted 
and samples normalized to PTEN alone. Graph represents the mean + sem of three independent 
experiments *** p<0.001, t test. (c) Levels of activated Akt (pAkt) assessed in SKBR3 cells. 
Cells were transfected with Rluc-PTEN-YFP and treated with Trastuzumab (2 µg ml-1). A.U.: 
Arbitrary Units. Graph represents the mean + sem of four independent experiments * p<0.05, t 
test. (d) MCF-7 cells stably transfected with ErbB2 or the truncated ErbB2 p95 variant were 
transiently transfected with Rluc-PTEN-YFP and treated with trastuzumab (2 µg ml-1) for the 
indicated times. Graph represents means ± sem for four independent experiments, * p<0.05, t 
test. Lower panel shows representative Western Blot using an anti-ErbB2 antibody on lysates. 
Tubulin was used as loading control. BRET measurements in these experiments were performed 
on adherent cells. 
 
Supplementary Figure 1. Fusion context of PTEN does not alter raw Rluc or YFP 
emissions 
Raw Rluc (a) and laser excited YFP (b) counts are shown for cells transfected with Rluc-PTEN, 
Rluc-PTEN-YFP and Rluc-PTEN + PTEN-YFP from Figure 2a. YFP measurements were 
performed in black optiplates using 485nm excitation and 535nm emission.  (c) Percentage of 
PC-3 cells grown in IBIDI µ-Slide 4-well dishes expressing biosensor following transfection 
with equivalent DNA amount of Rluc-PTEN-YFP as in Figure 2b.  The cells were counter-
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stained  with DAPI and over 90 images (>900 cells) from 4 different experiments were taken 
with a 63X objective on a wide-field microscope (Leica DMI6000).  34.0 +/- 3.1% cells were 
found to be transfected (GFP/DAPI signal).  Four representative images are shown.  
 
Supplementary Figure 2. C-terminal phosphorylation sites control association of the C-
tail with catalytic and C2 domains of PTEN  
(a) Schematic representation of PTEN-Δtail and the tail-YFP constructs showing the regulatory 
phosphorylation site residues in the C-terminal tail and the mutation introduced to create the 
A4-tail mutant. (b) HEK cells were cotransfected with Myc-PTEN∆tail and either WT-tail-YFP 
or A4-tail-YFP with the phosphorylation cluster residues mutated to alanine. Following cell 
lysis, immunoprecipitation was performed using an anti-myc antibody and the 
coimmunoprecipitated tail-YFP was detected using an anti-GFP antibody. (c) 
Immunoprecipitation of WT-tail-YFP with full length Myc-PTEN wt or A4.  
 
Supplementary Figure 3. S1PR1 and S1PR2 are expressed at similar levels at the cell 
surface. 
HeLa cells were re-suspended in PBS, 2% FBS fatty acid free and incubated with various 
concentration (0.1nM to 2mM) of S1P-fluorescein-conjugated (Echelon) for 20min or S1P-
fluorescein-conjugated (Echelon) with 20 times more unconjugated S1P to measure the non 
specific binding.  Specific mean fluorescence intensity was plotted against S1P concentration 
and Bmax was calculated from the scatchard plot generated on Graphpad Prism.  
 
Supplementary Figure 4. Receptor stimulation does not affect raw Rluc or YFP emissions 
of Rluc-PTEN-YFP 
Raw Rluc (a) and laser excited YFP emissions (b) in vehicle or AngII stimulated HEK cells 
transfected with AT1AR and Rluc-PTEN-YFP.  Total fluorescence and bioluminescence were 
evaluated using a FlexStation II microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) 
and Mithras LB 940, respectively. The YFP fluorescence was excited at 485 nm and read at 538 
nm using a monochromator. Fluorescence values were corrected by subtracting the 
autofluorescence of cells not expressing YFP. Bioluminescence was evaluated after the addition 
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of 5 µM coel-h and using a 480±20 nm filter. The graphs represent mean ± sem of four 
independent experiments. NS, non-significant.  
 
Supplementary Figure 5.  Cancer related mutations in unstructured regions of PTEN that 
ablate major mono-ubiquitination sites cause conformational change of PTEN 
(a)  Sequence of the N-terminal and C2 loop unstructured regions with K13 and K289 residues 
shown in blue and red respectively on the PTEN schematic and indicated on the PTEN structure 
(b).  The structure (pdb15DR) was displayed using Visual Molecular Dynamics cartoon display. 
Residues 1-13 and 282-312 are not in the crystal and were added to the illustration. (c) HEK 
cells transfected with the mono-ubquitination K13E/K289E display a change in BRET levels 
indicating conformational change.  
 
Supplementary Figure 6.  Representative uncropped blots 
Shown are uncropped blots for the antibodies used in the study.  The antibody used and the  
Figure to which it corresponds are indicated at the bottom of each blot. 
 
Supplementary Table 1.  Phosphate released from PIP3 in PTEN phosphatase assays 
Shown are data of nmol phosphate released from 100µM water soluble PI(3,4,5)P3 in the 
phosphatase assays from Angiotensin II- (a) and Trastuzumab- (b) induced PTEN activity, 
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Fig. 4 Lima-Fernandes et al. 
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Fig. 8 Lima-Fernandes et al. 
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34 +/- 3.1 % cells transfected (n=4, 907 cells total) 
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Supplementary Figure 1. Fusion context of PTEN does not alter raw Rluc or YFP 
emissions 
Raw Rluc (a) and laser excited YFP (b) counts are shown for cells transfected with Rluc-
PTEN, Rluc-PTEN-YFP and Rluc-PTEN + PTEN-YFP from Figure 2a. YFP measurements 
were performed in black optiplates using 485nm excitation and 535nm emission.  (c) 
Percentage of PC-3 cells grown in IBIDI µ-Slide 4-well dishes expressing biosensor 
following transfection with equivalent DNA amount of Rluc-PTEN-YFP as in Figure 2b.  The 
cells were counter-stained  with DAPI and over 90 images (>900 cells) from 4 different 
experiments were taken with a 63X objective on a wide-field microscope (Leica DMI6000).  
34.0 +/- 3.1% cells were found to be transfected (GFP/DAPI signal).  Four representative 
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Supplementary Fig. 2 Lima-Fernandes et al. 
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Supplementary Figure 2. C-terminal phosphorylation sites control association of the 
C-tail with catalytic and C2 domains of PTEN   
(a) Schematic representation of PTEN-Δtail and the tail-YFP constructs showing the 
regulatory phosphorylation site residues in the C-terminal tail and the mutation introduced to 
create the A4-tail mutant. (b) HEK cells were cotransfected with Myc-PTEN∆tail and either 
WT-tail-YFP or A4-tail-YFP with the phosphorylation cluster residues mutated to alanine. 
Following cell lysis, immunoprecipitation was performed using an anti-myc antibody and the 
coimmunoprecipitated tail-YFP was detected using an anti-GFP antibody. (c) 










































HA-S1PR2 + 100nM S1P-Fluorescein 
Myc-S1PR1 + 100nM S1P-Fluorescein 
Supplementary Figure 3. S1PR1 and S1PR2 are expressed at similar 
levels at the cell surface. 
HeLa cells were re-suspended in PBS, 2% FBS fatty acid free and 
incubated with various concentration (0.1nM to 2mM) of S1P-fluorescein-
conjugated (Echelon) for 20min or S1P-fluorescein-conjugated (Echelon) 
with 20 times more unconjugated S1P to measure the non specific binding.  
Specific mean fluorescence intensity was plotted against S1P concentration 














































Supplementary Figure 4. Receptor stimulation does not affect raw Rluc 
or YFP emissions of Rluc-PTEN-YFP 
Raw Rluc (a) and laser excited YFP emissions (b) in vehicle or AngII 
stimulated HEK cells transfected with AT1AR and Rluc-PTEN-YFP.  Total 
fluorescence and bioluminescence were evaluated using a FlexStation II 
microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) and Mithras LB 
940, respectively. The YFP fluorescence was excited at 485 nm and read at 
538 nm using a monochromator. Fluorescence values were corrected by 
subtracting the autofluorescence of cells not expressing YFP. Bioluminescence 
was evaluated after the addition of 5 µM coel-h and using a 480±20 nm filter. 
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Supplementary Fig. 5 Lima-Fernandes et al. 
Supplementary Figure 5.  Cancer related mutations in unstructured regions of PTEN 
that ablate major mono-ubiquitination sites cause conformational change of PTEN 
(a)  Sequence of the N-terminal and C2 loop unstructured regions with K13 and K289 
residues shown in blue and red respectively on the PTEN schematic and indicated on the 
PTEN structure (b).  The structure (pdb15DR) was displayed using Visual Molecular 
Dynamics cartoon display. Residues 1-13 and 282-312 are not in the crystal and were added 
to the illustration. (c) HEK cells transfected with the mono-ubquitination K13E/K289E display 
a change in BRET levels indicating conformational change.  
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Supplementary Figure 6.  Representative uncropped blots 
Shown are uncropped blots for the antibodies used in the study.  The antibody used and the  
Figure to which it corresponds are indicated at the bottom of each blot. 
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Supplementary Table 1.  Phosphate released from PIP3 in PTEN 
phosphatase assays 
Shown are data of nmol phosphate released from 100µM water soluble PI
(3,4,5)P3 in the phosphatase assays from Angiotensin II- (a) and 
Trastuzumab- (b) induced PTEN activity, including vector transfected 




1. Discussion générale 
Ces dernières années, notre vision de la signalisation des RCPG et de leur régulation par 
les arrestines a été profondément remodelée. La première grande révolution fut la redéfinition 
de la fonction de la protéine arrestine. Celle-ci, considérée d’abord comme un simple régulateur 
négatif de la signalisation via les protéines G, a été redéfinie comme une plateforme d’activation 
pour de nombreuses voies de signalisation, en plus d’être un régulateur clé du trafic des RCPG. 
Ces travaux ont ouvert la voie à tout un nouveau pan de la recherche sur les RCPG : la 
signalisation intracellulaire. La deuxième révolution fut une remise en question d’une vision 
compartimentée de la signalisation des protéines G. Jusqu’à récemment, il était admis que seules 
les arrestines participaient à la signalisation endosomale du récepteur internalisé, la signalisation 
des protéines G émanant uniquement de la membrane plasmique. Les activations des protéines 
G et des arrestines étaient aussi considérées comme des évènements mutuellement exclusifs 
puisque le recrutement d’arrestine est responsable du désengagement des protéines G et du 
récepteur. Or, les travaux de ces dernières années ont permis de démontrer la coexistence des 
arrestines et des protéines G au sein d’un super-complexe avec le récepteur internalisé, qui 
permet le maintien d’une signalisation endosomale des protéines G. Cette découverte apporte 
un niveau de complexité supplémentaire à la signalisation par les RCPG et soulève de 
nombreuses questions quant à l’universalité et la modulation de ces voies de signalisation non-
canoniques. 
Comme à chaque fois, ces avancées ont été permises grâce au développement constant 
de nouvelles technologies permettant d’analyser avec finesse les subtilités de la signalisation 
cellulaire. Dans le domaine des RCPG, de nombreux biosenseurs de conformation et 
d’activation permettent de suivre avec précision diverses voies de signalisation. Par ailleurs, les 
progrès incessants dans le domaine de la microscopie cryo-électronique, de la microscopie de 
fluorescence par réflexion totale interne (TIRF) et de la cristallographie donnent accès à des 
informations précieuses sur la formation de complexes moléculaires et sur les interactions intra- 
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et intermoléculaires au sein de ceux-ci. Enfin, les outils pharmacologiques de plus en plus 
nombreux et de plus en plus spécifiques, tels que les inhibiteurs ou encore les ligands biaisés, 
permettent de moduler de manière spécifique une ou plusieurs voies en aval d’un RCPG, et 
constituent là aussi des outils précieux dans notre compréhension de mécanismes moléculaires 
régissant la signalisation de ces récepteurs.  
2. Régulation du trafic des RCPG par ERK1/2 
À la suite de la stimulation d’un RCPG par son agoniste, plusieurs voies de signalisation 
sont activées. Quelques-uns de ces effecteurs exercent une rétroaction sur les récepteurs et 
permettent de moduler leur activité. Les kinases GRK illustrent parfaitement ce phénomène. 
Ces kinases sont activées suite à la stimulation du récepteur et phosphorylent ce dernier, ce qui 
enclenche un processus de désensibilisation homologue. Quant aux kinases PKA et PKC, 
activées en aval des RCPG elles phosphorylent indifféremment les récepteurs liés ou non à leurs 
agonistes, ce qui enclenche un processus de désensibilisation hétérologue moins sélectif.  
La voie ERK/MAPK est une des voies de signalisation majeures en aval des RCPG et peut être 
activée via des mécanismes variés, dépendant soit des protéines G soit des arrestines. Dans notre 
étude, présentée dans l’article 1, nous avons étudié le rôle de la kinase ERK dans la régulation 
des RCPG.  
2.1. Modèle 
Nos travaux mettent à jour un nouveau mécanisme d’internalisation des RCPG induit 
par la phosphorylation de b-arrestine1/2 par ERK1/2 sur les résidus Ser14 et Thr276, et ceci 
indépendamment d’une stimulation du récepteur par un agoniste. Cette régulation est observée 
uniquement parmi les récepteurs capables de recruter arrestine, ce qui représente la grande 
majorité des RCPG. Selon notre modèle, cette redistribution intracellulaire des récepteurs est 
observée en réponse à l’activation de ERK1/2 par l’une des voies suivantes : l’activation d’un 
récepteur membranaire (RTK ou RCPG), une mutation activatrice d’un des composants de voie 
Ras/MAPK ou encore un activateur mitogénique de cette voie. Ce mécanisme conduit à une 
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baisse globale de la réponse cellulaire à la stimulation des RCPG : diminution de l’activation 
des protéines G et de la production de messagers secondaires, ainsi que du recrutement de GRK 
et d’arrestine au récepteur. Cela constitue une boucle de régulation négative de la voie 
ERK/MAPK, similaire à un processus de désensibilisation hétérologue ; et considérant que la 
plupart des RCPG activent ERK1/2 après stimulation par l’agoniste cela participe aussi 
certainement à la désensibilisation homologue, même si cela n’a pas pu être directement 
démontré [Figure 19].  
2.2. Caractérisation du mécanisme cellulaire 
Le mécanisme moléculaire sous-jacent à la redistribution subcellulaire des RCPG par 
ERK n’a pas été pleinement élucidé. Nous avons démontré la séquestration des RCPG au sein 
de vésicules intracellulaires suite à l’activation de la voie Ras/MAPK, et il serait intéressant 
d’identifier ces vésicules. D’un point de vue théorique, l’accumulation de récepteurs dans des 
vésicules intracellulaires peut provenir soit d’une accélération de l’internalisation constitutive 
(en l’absence de ligand), soit d’un blocage du recyclage suite à cette internalisation. Lors d’une 
stimulation aigüe de la voie Ras/MAPK par EGF, l’expression de surface du récepteur CXCR4 
exogène dans les cellules HEK293 est diminuée d’environ 25% en 15 minutes, et de 20% dans 
les cellules SupT1 exprimant le récepteur natif. Les travaux de Signoret et ses collègues 
montrent une internalisation constitutive de CXCR4 de l’ordre de 1% des récepteurs 
membranaires par minute dans les cellules SupT1 (381). D’après ces chiffres, si l’accumulation 
des récepteurs CXCR4 à l’intérieur de la cellule provenait d’un blocage du recyclage constitutif, 
nous devrions observer la séquestration de 15% des récepteurs membranaires en 15 minutes. 
Les résultats que nous avons obtenus dans les cellules SupT1 ne permettent donc pas d’écarter 
cette hypothèse. Cependant, ce mécanisme de séquestration intracellulaire est conservé pour 
d’autres récepteurs, dont V2R. Or classiquement, après internalisation, V2R est dirigé vers les 
voies de dégradation et non de recyclage. Ceci, ajouté au fait que le mécanisme soit dépendant 
d’arrestine qui joue un rôle central dans l’internalisation des RCPG, favorise plutôt l’hypothèse 





Figure 19. Modèle de régulation par ERK1/2 du trafic des RCPG 
L’activation de ERK1/2 par un RCPG, un RTK, un facteur mitogène ou encore une mutation 
activatrice de la voie Ras/MAPK entraîne la phosphorylation de b-arrestine sur les résidus Ser14 
et Thr276. b-arrestine est alors recrutée au récepteur et favorise son internalisation en absence 




L’identification des vésicules contenant les récepteurs internalisés pourrait participer à 
la validation de cette hypothèse. Pour cela, nous disposons d’une nouvelle technique développée 
récemment dans les laboratoires de Michel Bouvier et Stéphane Laporte : la mesure par BRET 
du trafic des RCPG à l’aide de biosenseurs de localisation (« enhanced bystander BRET» ou 
EbBRET) [Figure 20] (216). Ces biosenseurs contiennent la protéine rGFP (renilla GFP) 
fusionnée à une séquence spécifique qui permet son ancrage dans un compartiment cellulaire 
cible : membrane plasmique, endosome précoce ou tardif, ou encore vésicule de recyclage 
[Tableau II|. La protéine d’intérêt, ici le récepteur, agit comme donneur et est fusionnée à une 
RLuc (renilla luciferase). Il est alors possible de mesurer le changement de concentration du 
récepteur dans un des compartiments cibles. En tirant profit de l’interaction naturelle entre les 
deux chromophores RLuc et rGFP permettant d’améliorer le signal de BRET, ces biosenseurs 
peuvent être visualisés par microscopie, ce qui permet de confirmer visuellement les résultats 
obtenus par BRET et de valider la localisation subcellulaire du récepteur.  
2.3. Phosphorylation d’arrestine par ERK1/2 
Les résultats présentés dans l’article 1 démontrent que l’activation de ERK1/2 induit une 
phosphorylation de b-arrestine-2 sur les résidus Ser1 et Thr276. La phosphorylation de ces 
résidus est nécessaire pour induire la séquestration intracellulaire des RCPG. Or, d’après la 
littérature, lors de la liaison d’arrestine au récepteur, les résidus Lys11 et Lys12 du senseur 
phosphate reconnaissent la queue C-ter phosphorylée du récepteur activé [Figure 6, 
Introduction]. Cette interaction induit un changement de conformation d’arrestine qui permet la 
libération de son extrémité C-ter et l’exposition des motifs de liaison de plusieurs interacteurs, 
notamment AP-2. Dans notre cas, la Ser14 de b-arrestine-2 phosphorylée par ERK1/2 se trouve 
à proximité de ces deux résidus Lys. Ainsi, il est possible que ce résidu phosphate agisse comme 
un phosphomimétique de la queue C-ter d’un récepteur activé et facilite le recrutement 
d’arrestine aux RCPG inactifs, stimulant ainsi leur internalisation constitutive. Pour tester cette 
hypothèse, nous avons effectué in vitro des mesures de l’affinité des formes sauvage (wt), 
phosphomimétique (S14D/T276D ou 2D) et non-phosphorylable (S14A/T276A ou 2A) de b-




Figure 20. Bystander BRET et identification de compartiments subcellulaires 
Illustration de deux biosenseurs EbBRET : rGFP-CAAX (A) et rGFP-FYVE (B). (A) Le 
biosenseur CAAX est utilisé pour mesurer la quantité relative de récepteurs à la surface. La 
rGFP est ancrée à la membrane par sa fusion au domaine polybasique de farnésylation CAAX 
de K-Ras. (B) Le biosenseur FYVE est utilisé pour mesurer la quantité relative de récepteurs 
dans les endosomes précoces. La rGFP est fusionnée au domaine endofine FYVE. Les rGFP 
membranaires et endosomales servent d’accepteurs pour les RCPG étiquetés RLucII pour 




Tableau II. Biosenseurs disponibles pour l’EbBRET 
Biosenseur Localisation Commentaires 
Lyn-rGFP Membrane plasmique Motif acylation de la kinase 
Lyn 
rGFP-CAAX Membrane plasmique Motif de farnésylation de la 
kinase K-Ras 
rGFP-FYVE Endosome précoce Domaine FYVE de 
l’endofine 
NLS-rGFP Noyau NLS de l’antigène T de SV40 
NES-rGFP Cytoplasme NES de PKI 
rGFP-rab4 Endosome précoce  
rGFP-rab5 Vésicule à manteau de clathrine  
rGFP-rab7 Endosome tardif  
rGFP-rab9 Endosome tardif et trans-golgi  
rGFP-rab11 Endosome de recyclage  
rGFP-golgi Golgi 73 premiers résidus de eNOS 
rGFP-mitochondrie Face cytoplasmique de la 
mitochondrie 
Domaine C-ter de BCL-XL 





Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec le laboratoire de Vsevolod Gurevich 
(Vanderbilt University, Tennessee). Comme décrit dans la littérature (131, 132) et montré dans 
la Figure 21, b-arrestine-2 présente une affinité plus forte pour la forme phosphorylée par les 
GRK du récepteur (P-b2AR) que pour la forme non-phosphorylée (b2AR) (Section 2.4.1, 
Introduction). b-arrestine-2(2A) présente le même profil d’affinité que la forme wt. En 
revanche, b-arrestine-2(2D) a une affinité plus forte pour la forme non phosphorylée que pour 
la forme phosphorylée. Ce résultat supporte notre hypothèse que la charge introduite par la 
phosphorylation de b-arrestine-2 augmente l’affinité de cette dernière pour le récepteur non 
activé. La baisse d’affinité observée pour le récepteur phosphorylé pouvant quant à elle 
s’expliquer par une répulsion de charge entre la région du senseur phosphate, contenant P-Ser14, 
et la queue C-ter phosphorylée du récepteur.  
D’après nos résultats, la phosphorylation d’arrestine doit s’effectuer sur les deux sites 
Ser14 et Thr276 pour que l’activation ERK1/2 induise une séquestration du RCPG. En effet, 
aucun des deux mutants non-phosphorylables, b-arrestine-2-S14A ou b-arrestine-2-T276A, ne 
restaure le mécanisme de séquestration de CXCR4 induit par ERK dans les cellules MEF KO 
b-arrestine-1/2. Or, le résidu Thr276 est éloigné du senseur phosphate et ne pourrait pas servir, 
comme Ser14, de phosphomimétique. En revanche, il est possible que sa phosphorylation soit 
nécessaire pour permettre la phosphorylation de la Ser14. Afin de déterminer si la 
phosphorylation de Thr276 est uniquement accessoire à la phosphorylation de Ser14, nous 
pourrions dans un premier temps comparer le profil d’affinité in vitro du mutant b-arrestine-
2(S14D/T276D), à celui du mutant b-arrestine-2(S14D) pour b2AR phosphorylé et non-
phosphorylé. Si les profils sont identiques, cela supporterait l’hypothèse que seul le résidu Ser14 
est impliqué dans le recrutement d’arrestine au récepteur non activé, et que la phosphorylation 
de Thr276 est certainement nécessaire pour permettre la phosphorylation de Ser14 dans les 
cellules. Sinon, le résidu Thr276 phosphorylé pourrait aussi participer de manière plus directe à 





Figure 21. Affinité de b-arrrestine-2 pour le récepteur b2Ar in vitro 
Des nano-disques contenant b2AR ou phospho-b2AR (P-b2AR) sont incubés à 30°C avec b-
arrestine-2(wt), b-arrestine-2(2D) ou b-arrestine-2(2A) purifées et radiomarquées. Les 
échantillons sont refroidis sur glace puis les formes libres et liées de chaque b-arrestine sont 
séparées. Les résultats sont la moyenne ± la déviation standard de 3 expériences indépendantes. 
Les statistiques ont été déterminées par un test ANOVA suivi d'un test post-hoc de type Sidak. 




2.4. Modulation des RTK par arrestine 
Il est possible que le mécanisme de séquestration induit par ERK1/2 et observé pour les 
RCPG, soit conservé pour certains RTK. Les RTK, qui activent la cascade de signalisation 
Ras/MAPK, sont généralement activés par un agoniste extracellulaire qui induit la dimérisation 
du récepteur et son autophosphorylation sur des résidus Tyr de la boucle d’activation 
cytosolique du domaine kinase (382). Ces phospho-Tyr constituent alors un site d’ancrage pour 
différents effecteurs, tels que Src ou Grb2, (383). Les RCPG sont aussi capables de stimuler les 
RTK par transactivation (384). Il existe trois principaux mécanismes qui dépendent tous des 
protéines G (384). Le premier repose sur l’activation par un des effecteurs des sous-unités Ga 
ou Gbg (par exemple : Ca2+, PKC, Src ou Pyk2) d’une métalloprotéase membranaire qui clive 
un pro-ligand accroché à la partie extracellulaire de la membrane plasmique, générant un ligand 
actif qui se lie au RTK. Deuxièmement, l’activation de Src ou Pyk2 peut aussi conduire à une 
transphosphorylation directe des Tyr activatrices des RTK. Enfin, la stimulation des RCPG 
entraîne parfois la phosphorylation de p47phox activant la NAPDH oxydase générant des dérivés 
réactifs de l’oxygène qui oxydent et inhibent les phospho-Tyr-phosphatases, ce qui perturbe 
l’équilibre de phosphorylation en faveur de l’activation des RTK.  
Or, les arrestines régulent de plusieurs manières l’activation des RTK. Premièrement, le 
recrutement d’arrestine au récepteur bloque l’activation des protéines G ce qui conduit à une 
baisse de la transactivation. Deuxièmement, les arrestines participent directement à 
l’internalisation d’au moins un RTK : le récepteur à l’insuline IGF-1R, dont l’endocytose est 
potentialisée lors de la surpression de b-arrestine-1 ou b-arrestine-2 et inhibée par l’expression 
du mutant dominant négatif b-arrestine-1-S412D (385). Or, le mécanisme de régulation que 
nous décrivons dans l’article 1 repose sur la capacité du récepteur à être internalisé de manière 
dépendante d’arrestine. Si ce mécanisme de régulation par ERK1/2 de l’expression de surface 
des RCPG est bien transposable aux RTK, alors l’arrestine serait au cœur de la régulation de la 




2.5. Un récepteur, plusieurs voies d’internalisation 
Nous avons introduit dans le premier chapitre (Section 2.4, Introduction), les différents 
modes d’internalisation des RCPG, et bien que la plupart de ces récepteurs utilisent les 
arrestines, ce n’est pas le cas de tous.  
Dans l’article 1, CXCR4 a servi de récepteur modèle pour notre étude. Les données de la 
littérature suggèrent que l’internalisation de CXCR4 est dépendante des b-arrestines car la 
surexpression des b-arrestines dans des cellules HEK293 potentialise l’endocytose du récepteur 
après traitement par l’agoniste CXCL12 (386). Toutefois, comme cela a été souligné par Chris 
Koppen et Karl Jakobs (387), la meilleure manière de déterminer si un RCPG peut internaliser 
ou non de façon indépendante d’arrestine est d’utiliser des cellules KO b-arrestines-1/2. Pour 
cela, nous avons utilisé des cellules HEK293, dont le génome a été édité par CRISPR/Cas9 pour 
supprimer l’expression de b-arrestine1/2 (388), et dans lesquelles nous avons mesuré la perte de 
surface du récepteur induite par le ligand. Comme contrôle, nous avons utilisé le récepteur 
AT1R dont l’internalisation a été rapportée dans la littérature comme étant arrestine-dépendante 
dans un contexte expérimental similaire (387). Comme attendu, l’internalisation d’AT1R 
induite par l’agoniste AngII est bien abolie dans les cellules HEK KO b-arrestines-1/2, et peut 
être restaurée par l’expression exogène de b-arrestine-2. En revanche, l’internalisation de 
CXCR4 est très peu diminuée en absence de b-arrestine1/2 [Figure 22] suggérant une 
internalisation indépendante d’arrestine. Les données de la littérature et nos résultats 
expérimentaux suggèrent donc que CXCR4 peut internaliser à la fois de manière arrestine-
dépendante et indépendante, sans que le mécanisme conduisant à la sélection de l’une ou l’autre 
de ces voies ne soit élucidé. Dans l’article 1, nous démontrons que l’activation de ERK1/2 
entraîne une séquestration de CXCR4 qui est entièrement dépendante d’arrestine. L’ensemble 
des résultats obtenus sur le récepteur CXCR4 illustre donc bien la complexité des mécanismes 
régulant l’endocytose des RCPG. La multiplicité de ces mécanismes permet certainement à la 
cellule de moduler avec précision l’activité signalétique des RCPG en fonction des conditions 
physiologiques. Différents mécanismes d’endocytose pourraient aussi induire différents profils 
de signalisation endosomale, en permettant par exemple l’internalisation du récepteur seul 




Figure 22. Internalisation de CXCR4 en absence d’arrestine 
(A) Représentation schématique du biosenseur rGFP-CAAX. La stimulation du récepteur 
entraîne sa relocalisation de la membrane plasmique vers les endosomes, ce qui se traduit par 
une diminution de l’EbBRET. (B) Cellules HEK293wt ou KO b-arrestine-1/2 (KO barr1/2) 
exprimant de manière transitoire CXCR4-RLucII ou AT1R-RlucII, ainsi que rGFP-CAAX et b-
arrestine-2 (barr2). Ces cellules sont stimulées avec 200 nM de CXCL12 pour activer CXCR4, 
ou 1 mM d’AngII pour activer AT1R, pendant 30 minutes avant la lecture du signal de BRET. 
La diminution du signal EbBRET en présence d’agoniste est proportionnelle à la perte de 
récepteurs de surface, i.e. à l’internalisation. Les résultats sont la moyenne ± la déviation 
standard de 3 expériences indépendantes. Les statistiques ont été déterminées par un test 
ANOVA suivit d'un test post-hoc de type Dunnett contre le signal obtenu dans les cellules 




2.6. Modification du surfaceome par la voie Ras/MAPK 
L’ensemble des données de l’article 1 démontre que l’activation de la voie ERK/MAPK 
altère le trafic des récepteurs CXCR4, V2R, AT1R et potentiellement de l’ensemble des RCPG 
qui interagissent avec arrestine. Nous avons aussi discuté de la possibilité que ce phénomène 
touche certains RTK. Il serait donc intéressant d’adopter une approche plus globale pour suivre 
les changements d’expression à la surface des protéines membranaires, et en particulier des 
récepteurs, induits par l’activation de ERK. 
L’étude du protéome de la surface cellulaire (ou surfaceome), représente un défi technique dû à 
l’hydrophobicité des protéines membranaires qui complique leur solubilisation et leur 
purification. Ces dernières années, la combinaison de nouvelles approches chimioprotéomiques 
employant des sondes chimiques qui capturent spécifiquement les protéines de surface, avec la 
spectrométrie de masse, a permis de faciliter la caractérisation du surfaceome.  
Récemment, le laboratoire de Philippe Roux a mise au point une méthode basée sur le marquage 
des protéines membranaires à l’aide de réactifs biotinylés imperméables, à la suite de quoi les 
protéines sont purifiées par chromatographie en phase liquide puis identifiées et quantifiées par 
spectrométrie de masse. Deux réactifs différents sont utilisés : l’aminooxy-biotine (AO-biotine) 
et la sulfo-NHS-LC-biotine (LC-biotine), qui se lient respectivement à un groupement d’acide 
sialique ou une amine primaire de glycoprotéines. Ces deux marquages sont effectués en 
parallèle, et devraient permettre d’obtenir des profils d’expression comparables. Toutefois, 
certaines protéines pourraient être plus facilement capturées par un réactif que par l’autre. 
L’avantage de cette méthode est de pouvoir travailler avec les protéines endogènes de la cellule 
et effectuer une analyse comparative du surfaceome dans plusieurs conditions de stimulation.  
Cette technique peut par exemple être utilisée pour comparer le surfaceome de cellules dont la 
voie ERK/MAPK aura ou non été activée. Pour cela, la voie sera stimulée soit de manière aigüe 
à l’aide d’un agent mitogène tel que le PMA ou d’un facteur de croissance comme EGF, soit de 
manière plus prolongée en exprimant de façon transitoire un mutant constitutivement actif de la 
voie.  Les premiers résultats obtenus (données non présentées) corroborent les conclusions de 
notre article et montrent une diminution globale de l’expression de surface de plusieurs RCPG 
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lors de l’activation de la voie ERK/MAPK avec le mutant H-Ras-G12V. D’après ces résultats, 
parmi les 17 RCPG détectés, 14 présentent une diminution de leur expression de surface après 
activation de la voie ERK/MAPK alors que deux sont très légèrement enrichis et un seul, le 
récepteur à l’acide lysophosphatidique LPAR1, est fortement enrichi. Or d’après la littérature, 
l’internalisation de LPAR1 est dépendante de l’arrestine et de la clathrine (389). Cette différence 
ne peut donc pas être expliquée par une absence d’interaction avec arrestine. Il est intéressant 
de noter que l’expression de surface des RTK est aussi globalement diminuée lors de l’activation 
de la voie ERK/MAPK. Toutefois, nous ne sommes pas en mesure avec les données actuelles 
de faire un lien direct entre ces résultats et le mécanisme de régulation que nous avons 
précédemment décrit. 
3. Développement de nouveaux outils pharmacologiques 
pour l’étude de la signalisation intracellulaire des RCPG 
Les arrestines ont une grande importance dans la régulation et la signalisation des RCPG 
et quelques outils sont disponibles afin d’étudier leurs fonctions. Il existe des outils génétiques 
comme les ARN interférents qui permettent de réduire l’expression d’un isoforme cible 
d’arrestine dans une lignée cellulaire choisie (390). Des souris KO pour b-arrestine-1, b-
arrestine-2 et b-arrestine-1/2 ont aussi été générées (90). Les souris KO b-arrestine-1 ou b-
arrestine-2 fournissent un modèle pour l’étude in vivo du rôle spécifique de chacun de ces 
isoformes. Il est intéressant de noter que ces souris n’ont pas de phénotype majeur alors que la 
souris KO pour b-arrestine-1/2 présente un phénotype létal au stade embryonnaire, ce qui 
suggère une redondance de fonction entre les deux isoformes. Ces trois KO chez la souris ont 
permis de dériver des lignées immortalisées de fibroblastes d’embryon de souris (MEF) (90). 
Plus récemment, la technique CRISPR/Cas9 a été utilisée sur des cellules HEK293 pour 
éliminer sélectivement b-arrestine-1 et/ou b-arrestine-2 du génome (388). Ces cellules 
permettent de travailler dans un modèle cellulaire humain et non murin, et présentent une 
meilleure efficacité de transfection que les MEF. 
Il existe peu d’outils pharmacologiques permettant d’étudier la fonction d’arrestine. Or, ils sont 
particulièrement intéressants car ils modulent à court terme la cible, ce qui permet de 
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s’affranchir en grande partie des mécanismes de compensation qui peuvent apparaître lors de 
l’utilisation de cellules KO ou d’ARN interférents. En dehors des agonistes des RCPG, il existe 
seulement un activateur pharmacologique des b-arrestines : les colorants de tryphenylmethane. 
Ces molécules activent le recrutement d’arrestine à la clathrine indépendamment de l’activation 
d’un récepteur. Concernant son effet sur la réponse des RCPG, le traitement avec cet activateur 
inhibe la production d’AMPc et stimule l’activation de ERK1/2, mais l’existence d’un lien direct 
entre ces résultats et une potentialisation du recrutement d’arrestine au récepteur reste à 
confirmer (391). D’autre part, plusieurs inhibiteurs de l’endocytose, non spécifiques à arrestine 
ou aux RCPG, sont disponibles commercialement et permettent l’inhibition de la signalisation 
intracellulaire des récepteurs. Toutefois, l’inhibiteur Barbadin, décrit dans l’article 2, représente 
le premier outil pharmacologique permettant d’inhiber spécifiquement la fonction endocytique 
des arrestines.  
3.1. Criblage virtuel basé sur la structure 
Ces dernières années, plusieurs structures des arrestines seules ou en complexes avec 
différents effecteurs ont été publiées [Tableau III]. L’étude de ces structures, souvent couplée à 
de la mutagénèse dirigée, permet à la fois de mieux comprendre les mécanismes moléculaires 
d’activation de cette protéine mais aussi de définir avec précision les surfaces d’interaction avec 
des effecteurs. Dans le but de développer un inhibiteur de l’internalisation dépendante 
d’arrestine, qui permette de différencier le rôle du recrutement d’arrestine au récepteur de celui 
du complexe d’internalisation dans les évènements de signalisation endosomale, nous avons 
ciblé l’interaction entre arrestine et la sous-unité b2 d’AP-2. En effet, la plupart des RCPG 
internalisent via un mécanisme arrestine/AP-2/clathrine dépendant, où AP-2 sert de pont 
moléculaire entre le récepteur et les molécules de clathrine (Section 2.4.3, Introduction). Nous 
avons pu utiliser la surface d’interaction définie par le cristal de la sous-unité b2-adaptine en 
complexe avec le peptide C-ter de b-arrestine-1, pour cribler virtuellement des petites molécules 




Tableau III. Liste des structures cristallographiques des arrestines 
 













Arrestine-1-R175E 2015 4ZRG (393) 
Peptide correspondant à la boucle finger 












b-arrestine-1 active liée à V2Rpp 




















Arrestine-2 (b-arrestine-1) liée à b2-
adaptine (AP-2) 
2006 2IV8 (164) 
Arrestine-2 (b-arrestine-1) liée à IP6 2006 1ZSH (396) 












Depuis le début des années 2000, le criblage de petites molécules basé sur la structure 
de la cible rencontre de plus en plus de succès, en particulier dans l’industrie pharmaceutique. 
Contrairement aux méthodes de criblage à haut débit classiques (ou HTS), cette technique 
rationnalisée s’appuie sur des programmes informatiques d’amarrage moléculaire utilisant une 
librairie de petites molécules, classant celles-ci en fonction de la prédiction de leur activité. Les 
plus grosses librairies peuvent contenir plusieurs centaines de millions de composés, et il serait 
irréaliste de vouloir tester autant de composés dans un essai HTS classique.  
Dans notre cas, le programme utilisé (AutoDock4) privilégie les interactions favorables 
entre la protéine cible et la molécule testée et calcule une énergie de liaison. Plus cette énergie 
de liaison est basse plus le score attribué à la molécule est élevé. Ce criblage virtuel est suivi 
d’un criblage de confirmation à petite échelle utilisant un essai cellulaire qui teste uniquement 
un nombre limité de composés préalablement sélectionnés. Nous avons choisi de cribler 
virtuellement la librairie MyriaScreenII qui contient 10000 composés disponibles 
commercialement (TimTec et Sigma Aldrich). Ces composés ont été soigneusement 
sélectionnés pour la diversité et la pertinence de leur structure pour le criblage. À la suite du 
criblage virtuel, nous avons sélectionné 52 molécules parmi les 196 ayant reçu le meilleur score, 
et nous les avons testées dans un essai cellulaire mesurant par BRET l’interaction entre la sous- 
b2-adaptine et b-arrestine-1 post-stimulation du récepteur V2R. Le pré-criblage in silico a 
permis de faire passer le taux de succès de notre criblage in cellulo de 0.02% (2 hits pour 10000 
molécules testées) à 4.9% (2 hits pour 41 molécules testées – 11 composés perturbant le signal 
de luminescence ayant été écartés).  
Le criblage virtuel présente aussi un atout majeur par rapport au criblage HTS : il permet de 
cibler spécifiquement une partie de la molécule d’intérêt. Dans notre cas, nous cherchons à 
inhiber l’endocytose des RCPG en ciblant spécifiquement l’interaction arrestine/AP-2. Or, 
arrestine et AP-2 servent de plateforme d’interaction pour plusieurs composants de la 
machinerie d’endocytose, donc le fait de cibler spécifiquement la poche de liaison d’arrestine 
sur la sous-unité b2 d’AP-2 permet de réduire la proportion de hits non-spécifiques. La même 
approche pourrait être utilisée pour inhiber l’internalisation dépendante d’arrestine, par exemple 
en ciblant la zone de contact entre la boucle finger et le récepteur, ou encore la liaison d’arrestine 
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à IP6 ou à la clathrine. Dans la section suivante, nous discuterons du développement d’un autre 
inhibiteur de l’endocytose des RCPG et des arrestines qui cible cette fois le cœur polaire 
d’arrestine, une des régions essentielles à l’activation de la molécule lors du recrutement à un 
récepteur activé.   
3.2. Inhibiteur de l’interaction b-arrestine/RCPG 
La même approche de criblage virtuel est utilisée actuellement dans le laboratoire de 
Michel Bouvier pour le développement d’un inhibiteur de l’interaction entre b-arrestine-1/2 et 
un RCPG activé. Nos connaissances actuelles mettent en relief l’importance du cœur polaire 
d’arrestine dans la stabilisation de la forme inactive d’arrestine. Les structures 
cristallographiques montrent que l’interaction entre arrestine et la queue C-ter phosphorylée du 
récepteur activé conduit à une rupture des liens hydrogènes du cœur polaire et un réarrangement 
de la conformation de la molécule. À partir de la structure 3D de b-arrestine-1, criblage virtuel 
et essai in cellulo ont été combinés pour identifier des petites molécules organiques interférant 
avec l'engagement d’arrestine au récepteur, en ciblant spécifiquement le cœur polaire de celle-
ci. 
Le traitement des cellules avec le composé le plus actif, UM0012685, induit une 
inhibition du recrutement de b-arrestine-1 et de b-arrestine-2 au récepteur V2R activé, qui se 
traduit par une diminution significative de son internalisation [Figure 23].  
Avec cette nouvelle molécule, nous aurions donc à notre disposition : 
• Un inhibiteur de recrutement d’arrestine au récepteur (UM0012685) 
• Un inhibiteur de l’interaction arrestine/AP-2 (Barbadin) 
• Un inhibiteur commercial de la clathrine (PitStop2) 
• Un inhibiteur commercial de la dynamine (Dyngo-4a) 
Cette boîte à outils devrait permettre de déterminer l’importance de chaque étape menant à 
l’internalisation du récepteur dans la capacité de ce dernier à activer les voies de signalisation 
non-canoniques des arrestines et des protéines G. Par exemple, il a été rapporté dans la littérature 




Figure 23. Inhibition de l’internalisation de V2R par UM012685 
(A, gauche) Représentation schématique du recrutement de b-arrestine au V2R mesurée par 
BRET. (A, droite) Des cellules HEK293 exprimant de manière transitoire V2R-YFP et b-
arrestine-1-RLucII sont stimulées 15 minutes avec 100 nM d’AVP après avoir été incubées 30 
minutes avec 1% DMSO ou UM0012685 à la concentration indiquée avant la lecture du signal 
BRET.  
(B, gauche) Représentation schématique du biosenseur CAAX. (B, droite) Des cellules HEK293 
exprimant de manière transitoire V2R-RLucII et rGFP-CAAX sont stimulées 30 minutes avec 
100 nM d’AVP après avoir été incubées 30 minutes avec 1% DMSO ou UM0012685 à la 
concentration indiquée avant la lecture du signal BRET. Les résultats sont la moyenne ± la 





l’engagement de ce complexe avec AP-2 ou clathrine est-il nécessaire pour activer Src ? De la 
même manière, les données de la littérature favorisent une activation endosomale de la voie 
ERK/MAPK, toutefois l’utilisation de ces différents inhibiteurs pourrait permettre de déterminer 
exactement quelle étape de l’internalisation est cruciale pour la formation du signalosome. Par 
exemple, si ce signalosome est formé au niveau des endosomes, alors les quatre types 
d’inhibiteurs devraient bloquer son assemblage ; alors que s’il se forme juste après le 
recrutement d’arrestine au récepteur ou encore dans les puits recouverts de clathrine, certaines 
de ces molécules n’inhiberont pas sa formation. 
3.3. Confirmation du hit « Barbadin » 
Nous avons suivi un processus traditionnellement appliqué en HTS afin de valider le hit 
obtenu, que nous appellerons Barbadin (b-arrestine/b2-adaptine inhibiteur) (397). Dans un 
premier temps, nous avons confirmé la reproductibilité des résultats obtenus lors du criblage in 
cellulo en répétant la même expérience trois fois de manière indépendante. Puis, nous avons 
déterminé la concentration inhibitrice médiane (IC50) du composé dans ce même essai.  
Dans un deuxième temps, nous avons évalué le mode de liaison du composé à l’aide d’une 
simulation in silico d’amarrage moléculaire sur la sous-unité b2-adaptine. Les similarités 
observées entre la pose du composé dans la poche de b2-adaptine et celle adoptée par b-arrestine 
dans la structure du co-cristal, ainsi que la diminution d’activité pour certains analogues de 
Barbadin découlant de la perte des liaisons hydrophobes et hydrogènes mimant celles existantes 
entre b-arrestine-1 et b2-adaptine, supportent le mode de liaison proposé. Afin de valider 
davantage ce mode de liaison, nous avons validé in vitro l’interaction entre Barbadin et b2-
adaptine à l’aide d’essais de dénaturation thermique. L’augmentation de la température de demi-
dénaturation (Tm) de b2-adaptine augmente en présence de Barbadin, et ce de manière dose-
dépendante, ce qui confirme la liaison du composé à la protéine.  
Dans un troisième temps, nous avons confirmé l’action inhibitrice de Barbadin dans plusieurs 
essais orthogonaux, afin de s’affranchir de possibles artéfacts liés à notre essai primaire : co-
immunoprécipitation de b-arrestine/b2-adaptine, co-localisation de b-arrestine/b2-adaptine par 
microscopie confocale, et internalisation des RCPG par cytométrie de flux, EbBRET ou 
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microscopie confocale. Les résultats obtenus nous ont permis de valider l’action inhibitrice de 
Barbadin sur l’interaction arrestine/AP-2 et sur l’internalisation des RCPG, ainsi que de 
confirmer l’IC50 du composé dans différentes conditions expérimentales. 
Étant donné la forte homologie de séquences entre b-arrestine-1 et b-arrestine-2 au 
niveau du motif d’interaction avec la sous-unité b2 d’AP-2 [Figure 24], il n’est pas surprenant 
que Barbadin inhibe l’interaction de b-arrestine-2/b2-adaptine avec la même puissance et 
efficacité que b-arrestine-1/b2-adaptine. Nos résultats valident aussi l’inhibition de l’interaction 
arrestine/AP-2 et de l’internalisation suite à la stimulation de plusieurs RCPG, de classe A 
comme de classe B : V2R, AT1R et b2AR. Enfin, nous avons validé l’action de Barbadin dans 
un système natif en mesurant l’endocytose du récepteur AT1R endogène par liaison d’un radio-
ligand sur des cellules musculaires lisses vasculaires. Toutes ces propriétés font de Barbadin un 
outil précieux pour l’étude des RCPG.  
Pour terminer, plusieurs contrôles nous ont permis de valider la spécificité d’action de 
Barbadin. Nous avons d’abord exclu l’hypothèse que la diminution d’interaction observée entre 
b-arrestine et b2-adaptine puisse provenir d’une inhibition du recrutement d’arrestine au 
récepteur activé. Puis, nous avons démontré par précipitation GST (« GST pull-down ») et co-
immunoprécipitation, que Barbadin n’affecte pas l’interaction entre b2-adaptine et d’autres 
composants de la machinerie endocytique (epsine et clathrine), alors qu’elle perturbe 
efficacement la formation du complexe arrestine/AP-2. Pour aller encore plus loin, nous avons 
utilisé le récepteur à l’endothéline (ETaR) qui internalise via les calvéoles par un mécanisme 
dépendant d’arrestine mais indépendant d’AP-2/clathrine, et le récepteur à la transferrine (TfR) 
qui s’associe à AP-2 et internalise via les puits recouverts de clathrine indépendamment 
d’arrestine. Le traitement par Barbadin n’a pas d’effet sur l’internalisation induite par le ligand 
des récepteurs ETaR et TfR, ce qui montre que cette molécule inhibe uniquement un sous-






b-arrestine-1 (375-394) DDDIVFEDFARQRLKGMKDD 
b-arrestine-2 (382-401) DDDIVFEDFARLRLKGMKDD 
 
Figure 24. Séquences du C-ter b-arrestine-1 et b-arrestine-2 
Séquences partielles de l’extrémité C-ter de b-arrestine-1 et b-arrestine-2. La numérotation des 
acides aminés représentés est indiquée entre parenthèses. Le motif d’interaction avec AP-2 
(D/ExxFxx[F/L]xxxR) est en rouge. Les acides aminés qui diffèrent entre b-arrestine-1 et b-




3.4. Barbadin et signalisation des RCPG 
Barbadin inhibe de manière significative la production d’AMPc induite par la 
stimulation des récepteurs V2R et b2AR, ce qui corrèle avec le nouveau modèle de signalisation 
des protéines G depuis les endosomes (Section 3.2, Introduction). Cet effet est bien dû à 
l’inhibition de l’internalisation du récepteur, car nous avons démontré que Barbadin n’inhibe ni 
l’activation de la protéine G à des temps courts (3 minutes post-stimulation), ni la production 
d’AMPc induite par la forskoline.  
Nous avons aussi testé l’effet de Barbadin sur la signalisation endosomale dépendante 
des arrestines, en mesurant l’activation de ERK1/2. Les résultats obtenus démontrent une 
contribution partielle d’arrestine à l’activation de ERK1/2 dans le cas du b2AR et quasi-
exclusive pour V2R [Figure 25]. Ces résultats corrèlent avec les données de la littérature qui 
suggèrent qu’un récepteur de classe B qui interagit de manière stable avec arrestine lors de son 
internalisation, comme V2R, active ERK1/2 de manière plus efficace et plus soutenue via b-
arrestine qu’un récepteur de classe A qui n’interagit que de manière transitoire, comme b2AR, 
et donc dépend davantage des protéines G pour activer ERK1/2.   
3.5. Relation structure à activité 
Le composé Barbadin possède un IC50 de l’ordre de 10 µM dans les différents essais 
cellulaires effectués, incluant l’internalisation médiée par le complexe b-arrestine/AP-
2/clathrine de plusieurs RCPG. Cet IC50 est comparable à ceux rapportés pour d’autres 
inhibiteurs commerciaux tels que :  
§ Dyngo-4a (Abcam), inhibiteur de la dynamine, qui bloque l’internalisation médiée par 
la clathrine avec un IC50 de 5.5 µM (selon les indications du fabricant) 
§ PitStop2 (Abcam), inhibiteur de la clathrine, qui bloque l’association entre la clathrine 
et l’amphiphisine avec un IC50 de 12 µM (selon les indications du fabricant) 
Le composé Barbadin présente aussi une efficacité similaire à ces deux inhibiteurs 




Figure 25. Inhibition de l’activation de ERK1/2 par Barbadin 
Cinétique de la phosphorylation de ERK1/2 dans des cellules HEK293 exprimant de manière 
transitoire V2R (A) ou b2AR (B). Les cellules sont pré-traitées pendant 30 minutes avec du 
DMSO ou Barbadin (50 µM) avant d’être stimulées avec AVP (100 nM, A) ou Iso (1 µM, B) 




Afin d’améliorer la puissance et l’efficacité pharmacologique de notre molécule, nous 
avons lancé une phase d’optimisation du composé, en collaboration avec la plateforme de chimie 
médicinale de l’Institut de Recherche en Immunologie et Cancer. Pour cela, nous allons établir 
des relations quantitatives structure-activité (QSAR) en associant les propriétés moléculaires 
d’analogues de Barbadin à des mesures expérimentales de leur activité inhibitrice sur 
l’interaction b-arrestine-1/b2-adaptine induite par l’activation de V2R. Pour le moment, nous 
avons généré 20 analogues qui seront testés in cellulo pour déterminer quelles modifications 
chimiques permettent une amélioration de l’activité du composé [Figure 26]. Ces études 
pourront être couplées à la conception de nouveaux analogues basés sur la structure de la poche 
de liaison de b2-adaptine. Nous aurons aussi pour objectif d’améliorer certaines propriétés 
physico-chimiques du composé telle que sa solubilité.  
4. Développement de nouveaux biosenseurs pour l’étude de 
la signalisation des RCPG 
4.1. Validation du biosenseur PTEN 
Des études biochimiques et microscopiques ont mis en évidence un modèle 
conformationnel d’activation de PTEN (voir section 3.1.4). La phosphorylation constitutive de 
PTEN au niveau de résidus Ser/Thr de sa queue C-ter bloque la phosphatase dans une 
conformation fermée inactive, où les résidus phosphorylés interagissent avec le domaine N-ter 
de liaison au PIP2 réduisant la localisation membranaire et l’activité catalytique de PTEN. Au 
contraire, la déphosphorylation de PTEN entraîne une augmentation de son activité phosphatase, 
mais aussi une déstabilisation de la protéine (331).  
Dans l’article 3, nous avons tiré profit de ce changement conformationnel pour 
développer un biosenseur intramoléculaire de PTEN basé sur la technologie BRET. Le transfert 
d’énergie entre l’accepteur et le donneur ne peut avoir lieu que si la luciférase (ici, RLuc) et la 
protéine fluorescente (ici, YFP) se trouvent à une distance inférieure à 100 Å et varie 




Figure 26. Analogues de Barbadin 
La structure de Barbadin est encadrée en rouge. Les analogues ont été classés en trois groupes 
selon les modifications chimiques effectuées. Dans le groupe 1, le corps amino-
thiénopyrimidinone est conservé, alors que le groupe benzyl-phenyl de Barbadin est modifié. À 
l’inverse, dans le groupe 2 le groupe benzyl-phenyl est constant et la modification de la partie 
amino-thiénopyrimidinone introduit de la diversité. Le groupe 3 présente les analogues 




PTEN et YFP à son extrémité C-ter (RLuc-PTEN-YFP) afin d’étudier les changements de 
conformation de cette phosphatase suite à différents stimuli en temps réel et en cellules vivantes. 
Plusieurs étapes de validation du biosenseur ont été nécessaires. Dans un premier temps, 
nous avons démontré que le biosenseur PTEN maintient une activité catalytique, et donc une 
capacité d’inhibition de la voie Akt, similaire à PTENwt. Nous avons aussi validé la localisation 
subcellulaire du biosenseur PTEN par microscopie. Enfin, nous avons vérifié la conservation de 
la capacité d’interaction de Rluc-PTEN-YFP avec b-arrestine-2 (341) par co-
immunoprécipitaton. 
Toutefois, il est important de noter que les changements conformationnels observés avec le 
biosenseur pourraient ne pas toujours corréler avec l’activité catalytique de cette phosphatase. 
Ainsi, lors de l’application de ce biosenseur à un nouvel essai cellulaire, il est important d’établir 
au préalable cette corrélation à l’aide d’un autre test d’activité tel que la mesure des niveaux 
d’Akt activée ou bien la détermination de la localisation subcellulaire de PTEN.  
L’utilisation de ce biosenseur a permis de valider le modèle conformationnel d’activation 
de PTEN en cellule entière. Par exemple, l’inhibition de la kinase CKII qui est responsable de 
la phosphorylation constitutive de PTEN et de la baisse de son activité catalytique, se traduit 
par une diminution de signal de BRET qui correspond à l’ouverture du biosenseur et donc à 
l’activation de la phosphatase   
Ce biosenseur peut aussi être utilisé pour étudier les interactions entre PTEN et des effecteurs 
qui induisent un changement de conformation et/ou d’activité de PTEN. Par exemple, b-
arrestine-2, connue pour interagir avec PTEN et l’activer, promeut un changement de 
conformation de la protéine qui peut être mesuré à l’aide du biosenseur. Toutefois, il est 
important de noter que l’interaction de PTEN avec certains interacteurs, en particulier ceux 
interagissant avec le domaine de liaison PDZ de l’extrémité C-ter pourrait être perturbée par la 
présence des fusions RLuc et YFP. 
Dans une publication précédente (341), l’équipe de Mark Scott avait démontré par des 
méthodes biochimiques l’activation sélective de PTEN par le ligand S1P suite à la stimulation 
du récepteur à la sphingosine S1PR2, mais pas S1PR1. Les données obtenues à l’aide de ce 
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biosenseur récapitulent ces résultats. Dans notre étude, le biosenseur RLuc-PTEN-YFP a donc 
été utilisé pour mettre en évidence l’activation conformationnelle de PTEN suite à la stimulation 
d’autres RCPG : AT1R, TPaR et M1MR. Cette étude fournit donc une preuve de concept de 
l’utilité de ce biosenseur pour découvrir de nouveaux récepteurs pouvant moduler l’activité de 
PTEN, et ainsi fournir de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles.  
4.2. Utilisation du biosenseur PTEN pour un criblage 
d’inhibiteurs pharmacologiques 
Étant donné l’importance thérapeutique de PTEN, ce biosenseur pourrait être utilisé pour 
cribler de petites molécules capables d’influencer son activité catalytique. Dans cette optique, 
l’équipe de Mark Scott a généré une lignée stable exprimant le biosenseur RLuc-PTEN-YFP de 
façon inductible et à un faible niveau d’expression, comparable à un niveau physiologique. Pour 
cela, la lignée cellulaire PC3, issue d’une tumeur de la prostate et n’exprimant pas PTEN a été 
choisie. De plus, les résultats publiés par Lima-Fernandes et al. (341) ainsi que ceux obtenus 
dans l’article 3 montrent à la fois la fonctionnalité du biosenseur PTEN dans les cellules PC3, 
et une sensibilité suffisante du biosenseur pour que celui-ci puisse être exprimé de manière 
exogène à un niveau comparable à PTEN endogène, ce qui valide la stratégie adoptée pour la 
lignée stable.  
Une fois miniaturisé en plaque 384 puits, cet essai BRET pourra être utilisé pour cribler 
la banque de molécules de la plateforme HTS de l’IRIC, à la recherche de petites molécules 
organiques qui modulent le signal de BRET émanant du biosenseur. Lors de ce criblage, un 
inhibiteur de la kinase CKII pourra être utilisé comme contrôle positif. Ainsi, nous espérons 
pouvoir découvrir de petites molécules qui augmentent l’activité catalytique de PTEN, ce qui 
pourrait permettre de développer de nouveaux agents thérapeutiques restaurant la signalisation 




Les travaux présentés dans cette thèse portent sur l’étude des mécanismes de 
signalisation non-canoniques de b-arrestine. Dans le premier article, nous avons identifié deux 
nouveaux sites de phosphorylation de b-arrestine-2 par ERK1/2, Ser14 et Thr276, qui jouent un 
rôle clé dans la régulation de l’expression de surface de plusieurs RCPG à l’état basal. Nos 
résultats suggèrent que ce mécanisme non-canonique d’internalisation dépendant d’arrestine, 
régule l’ensemble des récepteurs qui interagissent avec cette protéine d’échafaudage. En 
conséquence, le modèle proposé place ERK1/2 au centre de la régulation tonique de la capacité 
de réponse de la cellule aux différents stimuli qui activent les RCPG. De plus, l’activation de 
ces kinases étant dérégulée dans de nombreuses conditions pathologiques, incluant plusieurs 
cancers, le mécanisme que nous décrivons pourrait participer à une meilleure compréhension de 
ces processus pathophysiologiques. 
Dans le deuxième article, nous identifions un inhibiteur, appelé Barbadin, qui bloque 
l’internalisation dépendante d’arrestine et d’AP-2 des RCPG. Ce composé est le premier 
inhibiteur pharmacologique des arrestines et représente un outil intressant pour disséquer la 
contribution des arrestines, et particulièrement du complexe d’endocytose, dans différents 
phénomènes cellulaires et physiologiques, dépendants par exemple des voies de signalisation 
non-canoniques de b-arrestine.  
Dans le troisième article, nous avons développé un nouveau biosenseur intramoléculaire 
de PTEN basé sur la technique de BRET. Cet inhibiteur permet pour la première fois de suivre 
les changements de conformation de PTEN induits par différents stimuli, en temps réel et en 
cellules entières. Il a permis de mettre en évidence l’activation de PTEN par b-arrestine-2 et 
plusieurs RCPG. Nous avons démontré que cet outil peut être utilisé soit pour détecter des 
interactions PTEN/protéines, soit pour mesurer l’activité de PTEN, et en ce sens il pourrait être 
un précieux outil dans la recherche de nouveaux modulateurs de l’activité anti-oncogène de 
PTEN.  
Ensemble, les résultats de cette thèse mettent en avant de nouveaux rôles non-canoniques 
pour les protéines arrestines et apportent de nouveaux outils qui permettront de poursuivre nos 
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